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OZET

Anahtar Kelimeler: Siipiirge tohumu, lipaz, saflastirma, karakterizasyon.

Hidrolazlar grubunda olan lipazlar sulu olan ortamlarda trigliseritlerin hidroliz olmasini
saglayan enzimlere denilmektedir. Bu c¢alismada siipiirge tohumundan (Sorghum
vulgare) lipaz izole edilerek, saflagtirilip karakterizasyonun belirlenmesi amaglanmustir.
Siipiirge tohumu lipaz1 Uglii Faz Sistemiyle 2 kat saflastirilmistir. Titrimetrik yontem ile
de siipiirge tohumundan lipaz enzimi aktivitesi tayin edilmistir.

Siipiirge tohumu lipazinda 7 farkli substrat kullanildi. Siipiirge tohumu lipazina uygun
substrat ise zeytinyagi olarak belirlendi. Kinetik ¢alismalarda ise tribiitirin substrati i¢in
Michealis-Menten sabitleri Km: 19,28 mM ve Vmax: 45,87 U/dk.mg.enzim olarak
belirlenmistir.

Siipiirge tohumundan elde edilen lipazin optimum reaksiyonun siiresi 6 dakika olarak
bulunmustur. Saflastirilmig olan enzim pH = 6 ve 60 °C’de maksimum aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir. Depo kararliligin bulunmasinda ise -20 °C’de 1 yil bekleyen
slipirge tohumu lipazinin aktivitesinde meydana gelen kayip %?25.6 olarak
belirlenmistir. Enzim aktivitesinde CaCly’lin aktivator olarak gorev yaptigi belirlenmis
ve 2 mM’ lik CaCl, konsantrasyonunda enzim aktivitesindeki artis %121 olarak
belrlenmistir.

Siipiirge tohumu lipazi ile hesaplanan aktivasyon enerjisi 11,34 kJ/mol olarak
hesaplanmistir. Ayrica bazi metaller ve EDTA’nin enzim aktivitesine etkisi incelendi ve
yapilan calismalar neticesinde EDTA ve Cu”"m enzim aktivitesini yaklagik 4 kat
artirirken Fe?* ise yaklagik 2 kat artirdigi belirlenmistir. Mg?* ve Co®* ise aktivitenin
%6-10 araliginda artigini saglamistir. Diger test edilen metaller ise %10 ile %40
araliginda enzimi inhibe etmistir.

Deterjanlarin siipiirge tohumu lipaz enzim aktivitesine etkileri de incelenmistir. Elde
edilen sonuglara gore, anyonik deterjan olarak kullanilan sodyumdeoksikolat enzim
aktivitesinde degisime neden olmazken katyonik deterjan olan CTAB ise %60 enzim
aktivitesinin artmasina neden olmustur. Non-iyonik olarak kullanilan Triton X-100 ise
aktiviteyi 2 kati1 artirirken Tween-80 ise %50 oraninda aartirdigi belirlenmistir.
Kullailan deterjan 6rneklerinin higbirinde enzim aktivitesi inhibe edilmemistir.



ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF LIPASE ENZYME
FROM PLANT SEED

SUMMARY
Keywords: Broom seed, lipase, purification, characterization

Lipases in the group of hydrolases are called enzymes that provide hydrolysis of
triglycerides in aqueous media. In this study, it was aimed to isolate and characterize
lipase enzyme from the broom seed (Sorghum vulgare). Broom seed lipase was purified
2-fold by using Triple Phase System and the enzyme activity was determined from the
broom seed by titrimetric method.

7 different substrates were used to determine the substrate specificity of broom seed
lipase. Olive oil was determined as the best substrate for the broom seed lipase. In the
kinetic studies, Michaelis—Menten values for tributyrin were found as Km: 19,28 mM
and Vmax: 45,87 U/min.mg.enzyme.

The optimum reaction time of the lipase obtained from the broom seed was determined
as 6 minutes. The purified enzyme had the maximum activity at pH = 6 and 60 °C. In
the determination of the storage stability, the loss of the activity of the broom seed
lipase waiting at -20 °C for 1 year was determined as 25,6%. It was determined that
CacCl; acted as activator in enzyme activity and the increase in enzyme activity at 2 mM
CacCl, concentration was determined as 121%.

The calculated activation energy of broom seed lipase was 11,34 kJ / mol. In addition,
the effect of some metals and EDTA on enzyme activity was investigated and the
activity of enzyme was increased approximately 4-fold with EDTA and Cu?*, whereas
Fe?* increased the enzyme activity approximately 2-fold. Mg®* and Co?* increased
activity in the range of 6-10%. However, the other tested metals inhibited the enzyme in
the range of 10% to 40%.

The effects of detergents on the activity of broom seed lipase enzyme were also
investigated. According to the results, the sodium deoxycholate used as anionic
detergent did not cause any change in enzyme activity. However, the cationic detergent
CTAB caused 60% increase in enzyme activity. The non-ionic Triton X-100 increased
activity by 2 times while Tween-80 increased by 50%. The enzyme activity was not
inhibited in any of the examples of detergent used.
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BOLUM 1. GIRIS

Metabolizmada meydana gelen reaksiyonlar1 genelde hizlandirip diizenleme gorevi
yapan protein yapisinda bulunan biyolojik katalizore enzim denir. Reaksiyon hizlar
yeterli kosullar saglandig1 takdirde 10'°-10" kat daha artmaktadir. Reaksiyonlarda
enzim kullanimi1 simdiki zamandan ¢ok daha eskiye dayanmaktadir. O zamanlardan
giiniimiize kadar yapilan ¢aligmalarda 4000 kadar enzimlerin yapilari hakkinda bilgi
edinilmistir. Yaklasik olarak 200 civarindaki enzimler ise ticari amaca uygun olup
kullanilabilmektedir. Giingegtikge gelisen metotlarla birlikte enzimler arzu edilen
miktarlarda tiretilmeye baslanmistir. Buna bagli olarak enzim sayisinda artis olup bu
artigin ticarette kullanimi yayginlagsmaya baslamaktadir. Lipazlar ¢esitli kaynaklardan
elde edilmektedir. Uygulama agisindan mikrobiyal lipazlar daha ¢ok olsa da bitki ve
hayvansal acidan lipazlar ticari olarak 6nemlidir. Mikrobiyel olarak fazla olmasinin
sebebi ise mikroorganizmalarin kisa siirede sonu¢ vermesi ve hem sentetik olarak

hemde hidrolitik olarak olusan reaksiyonlari katalizlemede etkin olmasidir [1].

Lipazlar, ortamda suyun bulundugu veya bulunmadigi yapilmas: olduk¢a zor olan
reaksiyonlarin olugmasini saglayan biyokatalizorler igindeki en Onemlilerden biridir.
(siniflandirilmasinda hidrolazlar (E.C.3.), ester baglarmin pargalanmasi (E.C.3.1.),
karboksilik ester hidrolazlar (E.C.3.1.1.) ve son olarak triagilgliserol lipazlar
(E.C.3.1.1.3.) seklinde siralanmaktadir). Su ve yagdan meydana gelen arayiizeydeki
trigliseridlerin  hidrolizini lipazlar katalizlemektedir. Deney sirasinda reaksiyon
ortaminda bulunan suyun azlig1 veya ¢oklugu reaksiyonun ne yonde olmas1 gerektigini
belirtmektedir. Suyun azlig1 veya hi¢ olmamasinda transesterifikasyon, ¢coklugunda ise

hidroliz seklinde reaksiyonun yonii olacaktir.

Gegtigimiz on yil icinde lipazlar organik olarak sentezleme ile ilgili amilazlar ile

proteazlarla birlikte ¢ok bliylik 6nem arz etmektedir. Giinlimiizde bir¢ok kullanim



alaninda lipazlar gorev aldigindan dolay:1 organik-biyokimyacilarin, biyoteknologlarin,
eczacilarin, mikrobiyologlarin, biyofizik¢ilerin vb. birgok dal tarafindan segilme
nedenidir [2].

Son zamanlarda biyoteknolojinin gelismesiyle birlikte lipazlarinda biyoteknolojiye bagl
olarak uygulanmasi olduk¢a genislemektedir. Giinlikk bakim ig¢in ihtiyag duyulan
maddelerin sentezinde, gida sektoriinde kullanilan maddelerin aromalarinin daha c¢ok
arttirilmasinda, ilag sektoriinde, deterjan ve bir¢ok tekstil maddelerinin sentezinde,
bitkisel olarak kullanilan yaglarin yerine olasi maddelerden sentezlenmesi ve birgok
sentetik olarak sonu¢ veren reaksiyonlarin biyokatalizorliigli icin organik kimyada

lipazlar kullanilmaktadir [3].

Bu calismada, iilkemizin bazi bolgelerinde yetistirilebilen siiplirge tohumuyla
(Sorghum vulgare) lipaz enzimi iizerine ¢alismalar yapilmistir. Siipiirge tohumunun
anavatan1 Afrika olup lilkemizde de ozellikle Trakya Bolgesinde yetisip Marmara
Bolgesinin gilineyinde de yetistigi bilinmektedir. Bu calismamizda lipazin ilk defa

stiptirge tohumundan saflastilirip karakterizasyon ¢aligsmalar1 uygulanmistir.



BOLUM 2. GENEL BILGILER

2.1. Enzimler ve Genel Ozellikleri

Metabolizmada meydana gelen reaksiyonlar1 genelde hizlandirip diizenleme gorevi
yapan protein yapisinda bulunan biyolojik katalizore enzim denir. Canli olan hiicreler
ile katalizor lretimi saglanir fakat calistirmak istendiginde canli hiicrelerin varligina

gerek yoktur [4].

Biyokimyanin gegmisine bakildiginda enzim {izerine yapilan ¢aligmalar biiyiik 6nem arz
etmektedir. Bu alanda etin sindirilmesi i¢in mideden salgilanan enzimler kullanilip
1700’11 yillarda yapilan ilk ¢alisma olmustur. Bir¢ok bitkiden faydalanilarak nisastadan
seker elde edilmesiyle ilgili ¢alismalarda 1800’lere kadar devam etmistir [5].

Daha sonra yapilan ¢calismalarda 1850 yillarinda Pasteur fermentler sayesinde sekerlerin
maya ile birlikte alkole fermantasyon olaymin gerceklestigini savunup bu olayin canl
olan hiicrelerde oldugunu belirtmistir. Liebig ise Pasteur’iin fermentasyon olaymin canli
hiicrelerde olmasi gerektiginin aksine cansiz olan hiicrelerde de gergeklesecegini
savunmustur. Frederick W.Kiihne ise 1878 yilinda Pasteur’iin fermantasyon olayinda
katalizlenmesini saglayan fermentleri enzim seklinde adlandirmistir. W.Kiithne cansiz
olan ortamlarda da enzimin canli ortamdaki gibi isleviyle ayn1 oldugunu goézlemleri
sonucu tespit etmistir. 1920°1i yillara dogru ise karigik olan enzimlerden saf enzim elde

etmek i¢in ¢aligmalar yapilmustir [6].

James Summer ise 1926 yillarinda iireaz enzimi iizerine ¢alisip bu enzimi izole ve
kristalize etmeye calismasiyla yeni birtakim Ongoriiler saglanmistir. Summer, baska

herhangi bir 6rnek olmadiginda enzimlerin hepsine protein demistir. John Northrop ile



Moses Kunitz ise sindirim enzimleri olan pepsin ve tripsini kristallendirip bu enzimlerin

de protein olduklar1 bulunmustur. Sonug olarak Summer’in diisiincesi kabul gormiistiir.

20.yy’m bitimine dogru enzimle yapilan g¢alismalarda sayisiz enzimin saflastirilmasi
sonucu enzimlerin saf olarak elde edilmesi saglanmistir. Birgok enzimin yapisi
aydinlatildi ve kimyasal olarak mekanizmasi agiklanmasiyla birlikte enzimlerin ¢alisma

seklinin anlasilmasi sonucuna ulasilmistir [7].

Enzimler reaksiyonlarin hem kontrollii sekilde olusmasini hemde daha hizli bir sekilde
gerceklesmesini saglarlar. Enzimlerin reaksiyonlarda etkiledikleri maddeye substrat
denir. Reaksiyon bittiginde miktar olarak artis olur ve yeni bir madde olusumuna ise
iriin denilmektedir. Enzim substrata distan baslayarak i¢ ylizeye dogru etki edip
seklinin degismesiyle birlikte iiriin olusumu saglanmis olur. Reaksiyon sonuglandiktan
sonra enzimler herhangi baska maddeye etki edebilirler. Bu enzimlerin siirekli olarak
kullanilabildiklerini gostermektedir. Tekrar olarak enzimler kullanilabilse de protein

yapisinda oldugundan sicakligin yiikselmesiyle denatiire olup etkilerini kaybederler [8].

Pepsin, hidrolaz, iireaz ve tripsin gibi enzimlerin yapisinda sadece protein vardir. Bazi
enzimlerde ise proteinin yaninda metol iyonun varligida goriilmektedir. Bu sekilde
metal iyonu bulunduran enzimlere metaloenzim denilmektedir. Na®, Fe**, Ca**, K*,
Mg2+, Zn2+, Cu®* vb. iyonlar enzimlerde kofaktdr olarak gorev alir. Enzimler tarafindan
koparilan veya eklenilen kimyasal olan gruplarda tasiyici olarak gdrev yapan organik
molekiillere ise koenzim denir. Aktivatorler ise pasif olan enzimlerin aktif doniistimiinii
saglar. Koenzimin veya kofaktoriin varliginda enzim aktif ise holoenzim olarak
adlandirilmaktadir. Kofaktdr ve koenzimin enzimden ayrilmasiyla enzim aktifligini
kaybedip inaktif durumda olmasma apoenzim denilmektedir. Protein yapisinda olan
apoenzim aktif kalabilmesi i¢in hem kofaktorine hemde koenzimine ihtiyag
duymaktadir. Enzimle koenzimlerin birbirine baglanmasi gevsek bir sekildedir. Bunun

tersine sik1 olarak baglanmasi prostetik gubun olusacagini gostermektedir [9].



Substrat degisip iirlin olustururken enzim ayni sekilde reaksiyondan ¢ikmaktadir

(Sekil 2.1.).

Enzim + Substrat — Erzim - Substrat — Enzim + Uriin

J+Q:®:@+OD

Enzim Madde  Enzim -Subsirat Enzim Tepkime
sLbstrat kompleksi Lirtinle ri

Sekil 2.1. Enzim-Substrat Iliskisi

Enzimler reaksiyon ortaminda fonksiyonel grubu veya atomlar1 substrattan ya ayirma
gbrevini yapar ya da substrata ekleme gorevini istlenir. Enzimle substrattan olusan
komplekste kiiclik aktif bir merkez bulunur. Bu merkezde substratin baglanmasi igin
veya katalitik aktiviteyi saglayan bolgeler bulunmaktadir. Bu alanlar aminoasitten kalan

kalintilarla olusmus 6zel alanlardir [10].

Enzimler tarafindan yiiriitiillen reaksiyonlarin aktivasyon enerjisi disiiktlir. Ciinki
enzimler aktivasyon enerjisinin diismesini saglarlar. Bir enzim sadece bir reaksiyonun
yonetiminden sorumludur. Substrat yiizeyinin artmasiyla enzimin de aktivitesi
artmaktadir. Enzimler sulu ortamlarda ve organik ortamlarda aktifligini

saglamaktadirlar. Enzim bulunan birgok reaksiyonlar tersinirdir [11].

2.2. Enzimlerin Simiflandirilmasi

2.2.1. Oksidorektiiktazlar

Molekiilden bagka bir molekiile elektronun aktarilmasini saglayan enzimlere

oksidorektiiktazlar denilmektedir. Kisaca redoks reaksiyonun iki tane substrat arasindan

katalizlenmesidir.



2.2.2. Transferazlar

Iki tane subsratin arasinda fonksiyonel olan gruplar1 tasiyan tepkimelerin

katalizlenmesini saglamaktadirlar.

2.2.3. Hidrolazlar

Birgok farkli baglara suyun ortama eklenmesiyle baglarin birbirinden kopup
parcalanmasina neden olmaktadir. Bu sekilde hidroliz reaksiyonlarinin katalizlenmesi
saglanmis olmaktadir.

2.2.4. Liyazlar

Oksidasyon ile hidroliz disindaki diger yontemlerle bagin kirilmasi tepkimelerinin
katalizlenip bunun sonucu olarak ¢ift bagin olusumunu saglayan enzimlere liyazlar
denmektedir.

2.2.5. izomerazlar

Molekiiliin hem geometrik olarak hemde birbirleriyle olan degisikliklerin kontrol

edilmesini saglarlar.

2.2.6. Ligazlar

Enerjisini ATP’den alarak iki tane herhangi bir molekiiliin birbirleriyle baglanip

katalizlenmesini saglamaktadirlar. Ligazlarin diger bir ad1 ise sentetazlardir [12].
2.3. Enzimlerin Lipitlere Etkisi
Lipazlar meyvelerde, siitte, sebzelerde, yagl tohumlarda ve tahillarda bulunmaktadirlar.

Sicaklik diisiik oldugu takdirde aktif olarak durabilirler. Lipazlar, lipidlerin hidrolizini

katalizlemektedirler. Lipazlarin katalizledigi tepkimenin hizi hem gliseritin tipine hem



de yag asidine bakilarak farklilik gostermektedir. Eger yag asidi kiiclik molekiillerden
olugsmussa hidroliz olduk¢a hizlidir. Hidroliz sonucu yagin verdigi tat ve kokuda

degismeler olup bu degismeler olumsuz yondedir [13].

2.4, Enzim Aktivitesi Uzerine Etki Eden Faktorler

Birim zamanda meydana gelen substratin mol sayisi enzimin aktivitesine esittir.
Kisacasi reaksiyon hizi ile hacminin ¢arpimina denktir. Enzimin aktivitesi var olan aktif
enzimin ne kadar oldugunu gosteren bir ol¢iidiir. Enzimin katalitik olarak aktivitesine
bakilarak enzimin miktar1 bulunabilmektedir. Enzim aktivitesi kisaca birim olarak EU

seklinde gosterilmektedir.

Enzim Unitesi (EU) : Sartlar optimal oldugu takdirde 1 dakikanin sonunda 1 pmol olan
substrattan iiriin olugsmasini saglayan enzim miktarina denir. Bir enzimin aktivitesinin
tespit edilirken su durumlar bilinmelidir:

1. Enzim tarafindan katalizi yapilan reaksiyon denklemindeki katsayilarin,

2. Enzimin yaninda kofaktore ya da metal iyonlarindan herhangi birine gerek duyulup
duyulmadigi,

3. Km degerlerinin substrat i¢in belirlenmesi,

4. Optimum pH’ya bakilmasi,

5. Enzimin aktivitesine bakildiginda hangi sicaklikta daha yiiksek oldugu araliginin
tespiti,

6. Reaksiyonda substratin ortadan yok olusu ya da iiriin meydana gelirkenki hizlarindan

elde edilen analitik metodlarin 6grenilmesi gerekmektedir.

Enzimin gosterdigi optimum pH ile doygunluga ulastigi noktalardaki substratin
konsantrasyonlar1 bulunarak enzimin aktivitesi belirlenmektedir. Bu sekilde sifirinci

mertebeden olusan bir reaksiyon saglanmig olmaktadir.

Protein iginde bir miligramdaki enzimin iinite miktarinin sayis1 spesifik aktivitesinin

bulunmasini saglamaktadir. Kisaca iinite/mg protein olarak ifade edilmektedir [4].



2.4.1. pH

Her enzimin farkli 6zellikleri vardir. Bu 6zelliklerinden dolay1 optimum pH noktalari
veya pH araliklari birbirinden farklidir. pH skalasinda bazilar1 yiiksek degerde aktivite
gosterirken bazilar1 diisiik degerde aktivite gostermektedir. Hem substratlarin hemde
enzimlerin aktif olan kisimlar1 asidik ve baziktir. Genel olarak optimum pH’st 5 ile 7
araliginda yogunlagsmis durumdadir. Bazilarinda ise Ornegin tripsin gibi enzimler pH

8’de optimumdur.

2.4.2. Sicakhik

Enzimlerde sicakligin artisindan dolayir ii¢ boyutlu olan yapilarinda gozlemlenen
degisimler sonucu bozunmaya ugradigi belirlenmistir. Bu sekilde sicakligin artmasi ile
enzimlerin dayaniklilig1 ters orantilidir. Genel olarak 50-60 °C olan sicakliklarda enzim

aktivitelerini kaybetmektedir.

Enzimlerin reaksiyon hizlarinda da sicaklik etki gostermektedir. Sicakligin 10 °C’lik
yiikseltilmesiyle reaksiyonun hizinda iki kat artisin saglandig belirlenmistir. Bu sekilde
belli bir yere kadar artis saglanir. Sicakligin maksimum oldugu degerden sonra
olumsuz yonde etkiye neden olmaktadir. Hizda meydana gelen degismeler takip
edilerek maksimum oldugu zaman optimum sicakliginda bulunmasi saglanmaktadir.
Sicakligin artistyla birlikte molekiil yapisi degisikliklere ugrayarak reaksiyondaki hizin

azalmasi hatta durmasina bile sebep olmaktadir.

2.4.3. Enzim derisiminin etkisi

Enzimin derisimi artmasiyla birlikte tepkimenin hizi da artmktadir. Bu durum tepkime

esnasinda substratin bitmesi gibi olaylar olmas1 sonucu hiz azalir.



2.4.4. Substrat derisiminin etkisi

Reaksiyon baglarinda substrat derisiminden dolay1 enzim hizinda artig goriliir. Belli bir
noktaya kadar bu durum devam etmektedir. Belli zaman sonrasinda enzim substrata
kars1 doygunlugu tamamlanmig olur. Doygunlasan enzimin hizi ulasabilceigi en {ist
seviyede olup bu hizda reaksiyonun devam etmesini saglar. Bu ulasabilcegi maksimum

hiza Vmax denilmektedir.

2.4.5. Uriin derisiminin etkisi

Uriin derisiminin degismesiyle ters orantili olarak hizda degismektedir. Derisimin
atmas1 hiz1 azaltir. Bunun sebebi ise feed-back adli mekanizmayla geriye doniismeli

olan reaksiyonu durdurmasindan dolay1 tepkimenin hizinda azalmaya yol agmaktadir.

2.4.6. Zamanin etkisi

Reaksiyon sonrasi olusan iirlinler zaman gectik¢e birlesip ters yonde reaksiyonun
baslamasmna neden olabilmektedir. Bunun sonucunda enzimler sahip olduklar
aktivitelerinin son bulmasina ve substratin tiikenmesine neden olmaktadir. Bundan

dolay1 da tepkime hizinda diismeler goriilmektedir [14].

2.5. Enzim Kinetigi

Enzimle katalizlenen reaksiyonlardaki hizin ayrintili sekilde incelenmesi enzim kinetigi
olarak adlandirilmaktadir. Reaksiyon hiziyla birlikte reaksiyon mekanizmasida kimyasal

kinetikle incelenmektedir.

Bilim adamlarindan Leonor Michaelis ile Maud Menten enzimlerin kullanildig:
tepkimelerde O6nemli bir model ortaya atmislardir. Bu modelle birlikte enzimlerin
kullanildig1 tepkimelerde kinetik olarak o6zelliklerinin aydinlatilmasinda kullanilmistir.
Enzimle olusan tepkimelerde ilk olarak enzim-substrat birleserek bir kompleks

olusturmaktadir. Kompleksin meydana gelmesi ile enzimler reaksiyonlarda doygun
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ozelliklerinin oldugunun incelenmesi sonucu modelin gelismesine olanak saglanmistir.
Enzimin derisiminin ayn1 kalip substratin derisimi lizerinde degisiklikler yapilmistir. Bu
sekilde tepkime hizi enzime gore degiil substratin derisimi degistirilerek arastirmalar

yapilmustir [15].

Michaelis- Menten’nin olusturduklari reaksiyonun denklemi asagidaki gibidir.

Ky k
E+S &———— ES % E+P
ko

Denkleme gore; E harfi enzimi, S harfi substrati, k harfi hiz sabitini, ES birlesimi

enzimin substratla olusturdugu kompleks ve P harfi de {iriinii gostermektedir.

Denklem incelendiginde k; ile gosterilen hiz sabiti enzim ile substratin meydana
getirdigi kompleksi ifade etmektedir. k, ise birlesen enzim ile substratin ayrildigini
gostermektedir. Bu sekilde tepkimenin ¢ift yonlii olarak gerceklestigi gosterilmektedir.
ks ile gosterilen hiz sabitinde ise enzim ile substrattan olusan kompleksin iiriine
dontistiiglinii ifade etmektedir. Denklemde goriildiigli gibi enzim tepkimeden aymni
sekilde ¢ikip bir sonraki reaksiyon i¢in kendini hazirlamaktadir. Michaelis-Menten’nin
elde ettikleri denklemde substratin degisen konsantrasyonlarina gore tepkime hizinda
meydana gelen degisimler gézlemlenir. Michaelis-Menten bu denklemi kurarken bazi
ifadeler dile getirmislerdir (Sekil 2.2.).

_ Vmax.[S]
" Km+[S]

Sekil 2.2. Michaelis-Menten denklemi

Vo = ilk baslangigtaki hiz
Vmax = ulasabilcegi maksimum hiz
Kmn = Michaelis-Menten sabiti formiilii ise = (Ko+ks)/k;

[S] = Substratin olan konsantrasyonu
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Enzim ile substratin konsantrasyonlar1 karsilagtirildiginda substratin konsantrasyonu
enzime gore ¢cok daha yiiksektir. Bundan dolay1r enzim hangi substrata baglanirsa onun

miktarinda azalma goriilmektedir.

Denge durumunda ise [ES] seklinde gosterilen kompleks sabittir. ES seklinde gosterilen
olusum hizi yikim hizina esittir. Kisaca (E+S ile E+P) seklinde gosterilmektedir.
Reaksiyonda bulunan bir ara {iriinlin olusum hizi eger yikim hiziyla ayniysa ara {riin

i¢cin dengede oldugu belirtilmektedir. Bu durum genel kural olarak bilinmektedir.

Enzim kullanilarak olusan tepkimelerde genelde ilk hiz kullanilir. Uriiniin
konsantrasyonunun substrat konsantrasyonuna gore kiiciik olmasi sebebiyle substrata
gelebilcek iiriin hiz1 yok sayilabilmektedir. Bu sebepten 6tiirlide enzim ile substratin

karistirildig1 o anda 6l¢iim yapilmaktadir [16].
2.5.1. Km ve Vmax degerlerinin 6nemi

Her enzimin kendine ait bir Km degeri vardir. Bu Km degeri 10 M ile 10° M
araliginda olan bir¢cok enzimi bulundurmaktadir. Bu deger enzimin konsantrasyonuna
gore degismemektedir. Substratin iyonik siddetine, pH, yapisina ve sicakligina gére Km
degeri degisiklik gostermektedir.

Km degeri iki sekilde yorumlanmaktadir.

1. Enzimlerde bulunan aktif bolgelerin substratin konsantrasyonuyla yarisinin

dolmasina Km degeri denilmektedir.

2. Km degeri
kq ks
E +S F ES —— S E+P
2

yukaridaki gibi gosterilip hiz sabitleriyle baglantilidir. Denklemde de goriildiigii gibi hiz
sabitleriyle olan iliskisi Km =k, + k3 / k; seklinde gosterilmektedir.
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Eger k,>>ks ise Km burada ES’nin olan ayrisma sabitiyle aynidir. Km degerinin ¢ok
yiiksek oldugu durumlarda enzimin substratina olan ilgisinin diisiikk olmasi sebebiyle
zayif olarak baglanmayi, Km degerinin distikliiglinde ise enzimin substratina olan

ilgisinin yiiksek olmastyla kuvvetli olarak baglanmasinin gerektigini belirtmektedir.

Vmax ise enzimin etki ettigi katalitik aktiviteyi gostermektedir. Vmax denilince kisaca
iirlin haline doniismiis olan substratin birim zamandaki mol sayisina denilmektedir. Her
Vmax degeri her enzimin kendisine 6zglidiir. Substratlarin iyonik siddetine, pH, sicaklik
ve yapisina gore Vmax degisebilmektedir. Bunun sebebi ise Vmax = Ks.[ET]

konsantrasyonuna gore enzimle birlikte o enzime ait substratin doygunlugu ile aynidir.

Km ile Vmax degerleri deneysel hesaplamalarla bulunabilir. Michaelis-Menten
grafiginin cizimiyle dogru elde edilmediginden 1/V’ye 1/[S] hesaplamalar1 sonucu

cizilen grafik yardimiyla Km ile Vmax kesin bir sekilde bulunur (Sekil 2.3.).

0,5 -
04 -

iv 03

0,2 -

VA

max

005\ -003 -001 001 003 005 007 009 011
1/[s]

-1/K

Sekil 2.3. Lineweaver-Burk grafigi
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Asagidaki denklem y = mx + n seklindeki dogru denklemine benzemektedir.
Grafikte; x =1/[S], y=1/V

Egim (m) = Km/Vmax

y ekseninin kesildigi nokta 1/Vmax olur.

Lineweaver-Burk grafigine ait denklem olusmaktadir (Sekil 2.4.) [17].

1 Ky + [5]

v Vinax[S]

1 Ky 1 1

4
v Vnax [S ] Vmax

Sekil 2.4. Lineweaver-Burk grafigine ait denklem

2.6. Enzim Inhibisyonu

Enzimlerin aktivitelerinin bazi bilesiklerin varligiyla azalmasi ya da yok olmasina
inhibisyon denir. Enzimler hiicresel siireclerin hepsini katalizlemektedirler. Bundan
dolay1 enzim aktivitesinin azalmasina neden olan farmakolojik ajanlara enzim inhibitorii

denir.

Doniistimli ile doniisiimsiiz enzimatik inhibisyon olarak ikiye ayrilmaktadirlar.
Dontigiimsiiz inhibitdr kovalent olarak enzime baglanmasindan dolayr ayrilmasi da
zordur. Sinir gazi zehirlerinin asetil kolin esteraz enzimine olan inhibisyonu bu duruma

ornektir.

Doéntisiimlii olan inhibitdr etkilesmesiyse denge reaksiyonunu gosterir. Bu inhibitor
yarigmali, yar1 yarismali ve son olarak yarismasiz seklinde olup {i¢ béliimde incelenir.
Yarigmali inhibitorler substrata benzemesinin yaninda en basit olanidir (Sekil 2.5.).

Inhibitdr enzimdeki aktif bolgeye baglanarak substratin baglanmasina engel olur.
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" ? kl‘ kk'n
E+S _—— ES —»E+P

} 2
I
I
EI

Sekil 2.5. Yarigsmali bir enzim inhibisyonunuin gosterimi

Yapisal anlamda substrata benzemeyen inhibitdrlere ise yarigmasiz inhibitorler

denilmektedir (Sekil 2.6.).

Sekil 2.6. Yarigmasiz inhibisyon

Bu inhibitdrler enzimde bulunan aktif bolgeler disindaki yerlere baglanmasiyla enzimin
afinitesinin substrata karsi diismesini gerceklestirirler. Substratin konsantrasyonunun
yiikkselmesi yaris halinde olmadiklarindan dolayr inhibisyona herhangi bir etki
etmemektedir. Km sabit degerde dururken Vmax’da azalma goriiliir. ESI’da bulunan 1

dontisiimlii ayrisabileceginden dolayi {irtin olusur sadece katalizleme yavas olur.

- 1

Sekil 2.7. Yari yarismali inhibisyon
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Inhibitérlerin ES kompleksine sadece baglanmasma yari yarismali inhibisyon denir
(Sekil 2.7.). Burada substratin konsantrasyonu arttirilarak inhibisyonun da artabilcegi
goriilmektedir. Ortamda bulunan inhibitérle ES kompleksi uzaklasmasindan dolayr Km

azalir. ESI kompleksi devamli olcagindan dolayr Vmax’da da diisme goriilmektedir
[18].

2.7. Enzim Kullanmanin Avantajlari

Enzimler hem substrata hemde tepkimenin tiiriine 6zglidiir. Enzim kullanilarak olusan
tepkimelerde herhangi bir yan {iriin olusumu gozlenmez. Enzimatik tepkimeler sonucu
verim ¢ok iyidir ve sonucu %100’diir. Kimyasal olarak kullanilan katalizérlere gore
oldukga hizli sonug verir. Dogal olarak kontrol edilebilen mekanizmalarinda ¢ok fazla
secenek vardir. Enzimler reaksiyonda bulundugu ortama gore aktivitesi ya artar ya da
azalir. Reaksiyon bitiminde ise reaksiyona basladig1 gibi ¢ikmaktadir. Bu enzimlerin

tekrar kullanilabildiklerinin gostergesidir.

Fizyolojik olarak basing, sicaklik ve pH’da kendilerini gosterirler. Onemli
Ozelliklerinden biri ise az enerji ile sicakligin diigiik oldugu zamanlarda tepkime
meydana gelmektedir. Bunu gergeklestirebilmesinin nedeni ise aktivasyon enerjisini

azaltarak saglamaktadirlar [19].

2.8. Enzimlerin Kullanim Alanlar:

Enzim teknolojisi denince akla Ekonomik isbirligi ve Kalkinma Orgiitii (OECD)’niin
taninmasinda rol oynadigi bir alandir. Enzimle olan teknolojinin giingegtikce biiyiiyiip
gelismesi, olusan iirlinlerin kullanildig: alanlarin artmasi ve ekonomik anlamda yiiksek
degerli olmasi sebebiyle biyoteknolojide enzimler kullanilarak yapilan incelemeler daha

onemli hale gelmektedir.

Endiistride bir¢ok amagla kullanilan enzimlerin elde edilmesinin kaynaklari hayvanlar,
mikroorganizmalar ve bitkilerdir. Enzimler giinliik yasamda ¢ok kez karsimiza

cikmaktadir. Temizlik malzemeleri, gida, hayvanlar i¢in yem iiretim sanayisi ve tekstil
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bunlara orneklerdir. Bu alanlardan en g¢ok %32 olarak yiyecek, %25 ile temizlik
tirtinleri, %18 hayvanlar i¢in yem ve %7 ile de tekstil sanayileri ile glinimiize katkilar

oldukca fazladir. Bazi enzimlerin endiistirideki gorevleri Tablo 2.1°de gosterilmektedir
[20].

Tablo 2.1 Bazi enzimlerin endiistrideki gorevleri

Enzim Sinifi Enzim Gorevi

Oksidorediiktazlar Glukozoksidaz Hamurun giiclenmesi
Laktaz Aromanin arttririlmast
Lipoksigenaz Hamurun giiclendirilmesi ve

ekmegin beyaz halini almasi

Transferazlar Siklodekstrin Siklodekstrinin tretilmesi

Fruktoziltransferaz Fruktoz monosakkaritinin
oligomerlerinin transferi

Transglutaminaz Viskoelastik olan 6zelliklerin
modifikasyonu ve
hamur ile etin islemesi

Hidrolazlar Amilaz Nigastanin siv1 hale gelmesi,
Ekmegin kabarmasi ve yumusak
olmasi,

Sularin aritilmasi

Galaktosidaz Hayvanlarin yedikleri yem
olarak kullanilmasi

Lipaz Tatlandirici, aromatik 6zellikli
molekiillerin sentezi, hamurun
kabarmasi i¢in
emiilsiyon

Proteaz Siitte pihtilagsma,

Protein hidrolizi,
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Enzim Sinifi Enzim Gorevi
Liyazlar Asetoasetat Biranin zamanla olgunlagmast
Dekarboksilaz
Izomerazlar Glukoz izomeraz Glukozdan friiktoza olan
izomerasyonu
2.9. Lipazlar

Hidrolazlar grubunda olan lipazlar sulu olan ortamlarda trigliseritlerin hidroliz olmasini

saglayan enzimlere denilmektedir. Lipazlarin hidroliz edilmesi sonucu diagilgliserin,

monoagilgliserin ile gliserin ve son olarak yag asitleri olusmaktadir (Sekil 2.8.) [18].
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Sekil 2.8. Yaglarin hidroliz reaksiyonu

Esterlerin sentezlenme tepkimesini katalizleyen lipazlarin kendilerine 6zgii segicilik

ozellikleri vardir. Yalnizca sulu olan ortamlarda tepkimeye girmeyip organik ¢oziiciiler

esliginde de reaksiyonlarin katalizlenmesini saglayan biyokatalizorlerdir. Lipazlarin

onemli ozelliklerinden biriside belirli substrat aralifinin disina ¢ikmas, yiiksek sicaklik,

pH ve son olarak organik c¢oziiciilere karst

istikrarli bir sekilde o6zelliklerini

koruyabilmesiyle 6nemli olan biyokatalizorlerden birtanesidir [21].

Lipazlar ikiye ayrilmaktadir. Bu smiflandirma karboksilesterazlar ile gercek lipazlardan

olusmaktadir. Karboksilesteraz dedigimiz gruptaki

lipazlar zinciri kisa olan karboksilik



18

asitten olusan ve esterleri parcalayip ¢oziinme olayinin suda gergeklestigi lipazlardir.
Gergek lipaz olarak adlandirilan lipazlar ise zinciri uzun olan agilgliserollerin hidrolizini
yapip su ic¢inde ¢oziinmeyen lipazlardir. Triagilgliserollerin hidrolizinde rol oynayan
lipazlar lipit ile sudan olusan ara yiizeyde aktif olup trigliseritlerle karsilastirildiginda

aktiviteleri maksimumdur.

Reaksiyon igin uygun kosullar saglanip bu durumda calisan ve Kkatalitik olarak
potansiyelleri ~ biiyiik  olan lipazlar;  oksimoliz, esterifikasyon, aminoliz,
transesterifikasyon ve transesterifikasyon yontemiyle acil grubu, acil gliserol ve son
olarak alkol arasinda yer degismesiyle olusumu saglanan alkoliz ile bir agil grubu gibi
birgok tepkimenin katalizini yapmaktadirlar [22]. Kataliz reaksiyonlarindan birkag
ornek asagida belirtilmistir (Sekil 2.9.).

R,COOR, R,COOH R,COOR,
R,0OH R,OH
R4COOR, R{COOH R4COOR,

Sekil 2.9. Lipazin tepkimeyi katalizinin bir sema seklinde gosterilmesi [23].

Bu semada 1: Hidrolizi, 2: Ester sentezini, 1-2: Alkolizi, 1-3: Asidolizi, 1-2-3-4:

Transesterikikasyonu gostermektedir.
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2.9.1. Lipaz iiretimi

Novo Nordisk adli bir firma tarafindan 1994 yilinda ticari olarak ilk kez lipazin {iretimi
gerceklestirilmistir. Ik olarak iiretilen rekombinant lipaz ise Aspergillus oryzae’dir.
Genencor International sayesinde 1995 yilinda Pseudomonas mendocina varligiyla
Lumafast ile Pseudomonas alcaligenes’den bakteriyel olarak lipazin iretilmesi
Lipomaxadiyla saglanmistir. Trigliseridlerin olmasiyla birlikte serbest olan yag asitleri,
sofra tuzlari, gliserol ve hidroliz edilebilen esterler vb. maddelerin varligiyla burada

indiikleyici olarak gorev almiglardir.

Karbon ile azotun derisimi ve tiirii, pH, sicaklik, oksijenin ortamdaki varligi, inorganik
olan tuzlarin konsantrasyonu vb. bir¢ok faktorler iiretimi yapilacak lipaz i¢in 6nemlidir.

Bu faktorler lipazin seviyesinde degisikliklere sebep olmaktadir.

Birgok karbon kaynaklari kullanilmaktadir. Bunlar: Soya fasiilyesi, zeytinyagi,
susamdan yag eldesi, aycicek yagi, yer fistigindan yag, pamuk yagi, misir yagi ve
palmiye yag1 vb. bitkisel yaglarla birlikte basit sekerlerdir. Ozellikle misir unundan
saglanan Oziit ve maya 0ziitli azot kaynag1 olarak mikroorganizmalarla kullanilmasiyla
lipaz iiretimi yiiksek sonug elde etmistir. Lipaz sentezinde hizlandir1 olmasini saglayan
ya da inhibe etmesine neden olan maddeler de vardir. Inhibe edici olarak kullanilan
maddeler amonyumsiilfat ve tiredir. Hizlandirict olarak ise Tween-80 ile oleik asit gibi

maddeler kullanilmaktadir [24].

2.9.2. Lipaz kaynaklar

Lipazin kesfi ilk olarak 1856 yilinda Claude Bernard araciligiyla pankreas salgisinda
bulunmustur. Ticari uygulamalar i¢in lipaz kaynagi olarak hayvandan elde edilen
pankreas  Oziitlerinden saglanmaktadir.  Gilingectikge endiistriyel —potansiyelin
gelismesiyle hayvansal kaynaklar bu durum karsisinda yetersiz kalmaktadir. Bundan
dolay1 lipazin baska kaynaklardan elde edilmesi arastirtlip bitkiden ve
mikroorganizmalardan lipaz kaynaklar1 kesfedilmistir. Mikroorganizmalardan lipazin

izole olmas1 kolay olmasi sebebiyle bakteri ile mantarlar yaygin olarak kullanilmaya
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baslanmistir. Bu sekilde lipaz kaynaklari dogamizdan mikrobiyal, bitkisel ve son olarak
hayvansal olarak eldesi saglanmaktadir [25].

2.9.2.1. Hayvansal lipazlar

Hayvansal lipazlarda kendi i¢inde siit lipazi, sindirim ve doku sistemi olarak
ayrilmaktadir. Doku lipazlar1 denince akla adipoz, karaciger ve lipopretin gelmektedir.

Pankreas ve incebagirsak ise sindirim lipazlaridir.

Lipaz kaynagi olarak baliklarda kullanilmaktadir. Leopar kopek baligi, somon,
sardunya, levrek, kefel ve gok kusagi rengindeki alabalik, sindirim organlari, yagl olan
dokular, sindirim bezleri ve karaciger gibi dokular lipaz kaynagi olarak elde edilmistir.
Yalnizca yengecler canli durumdayken pankreasi alinarak -20 °C’de tutulup lipaz igin
kullanilmustir [26].

2.9.2.2. Bitkisel lipazlar

Endiistriyel bakimindan kullanimi ¢ok fazladir. Enerji saglayan rezerv dokularda bu
lipaz grubu bulunmaktadir. Misir, bugday ve yulaftan elde edilen lipazlar bitkisel
olarak adlandirilan lipazlardir. Kolza tohumu ile birlikte kene otu tohumu gibi bitkilerde
lipaz mevcuttur. Tirlerine gore farklililk gosteren bazi agaglarda da enzim
bulunmaktadir. Amerika’nin Teksas’dan baglayarak Kuzey Kalifornia’da son bulunan
ve bu kiyr seritlerde yetisen Cin don yag1 olarak bilinen aga¢ Sapium sebiferum L.’den

lipaz iiretimi saglanmustir.

Yagli tohumlar olan pamuk, ceviz, badem, ¢cam fistig1 ve findik vb. bitkilerden lipaz
elde edilmistir. Menengi¢ meyvesinde ve bugday tohumunda da lipaz bulunmaktadir
[27].
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2.9.2.3. Mikrobiyal lipazlar

Verim olarak yiiksek getirisi olan mikroorganizmalardan elde edilen lipazlardir.
Katalitik olarak aktiviteler yiiksek, kolay saglanan genetik manipiilasyon ve degisen
mevsimlerin etkilememesi sebebiyle diizenli olarak kaynak saglamaktadirlar.

Gelisimleri zor olmayip uygun ortamlarda bulunmaktadirlar [28].

Hacmi kiiciik olan mikrobiyal lipazlar miktar olarak biiylik derecede tiretilebilmektedir.
Bundan dolay1r endiistriyel bakimindan hayvansal lipazlara gore daha biiyilk 6nem
tasimaktadir. Bakteri ile mantarlarin kullanilarak lipaz eldesi de mikrobiyal grubun
icinde yer almaktadir. Baz1 mikrobiyal kaynaklardan tiretilen lipazlarin sicaklik ve pH

araliklar1 Tablo 2.2.”de gosterilmistir [29].

Tablo 2.2. Mikrobiyal kaynaklarla {iretilen lipazlarin sicaklik ve pH araliklari

Kaynagi Optimum pH Optimum Sicaklik
Aspergillus niger 5,0-7,0 30-40 °C
Mucor japonicus 5,5-8,5 30-40 °C
Rhizopus delemar 5,0-7,0 30-45 °C
Rhizopus japonicus 5,0-7,5 30-45 °C
Penicillium cyclopium 4,5-7,5 30-50 °C
Penicillium roqueforti 6,0-8,0 25-35 °C
Humicola lanuginosa 5,5-8,5 40-60 °C
Candida cylindraceae 5,0-8,0 30-50 °C
Yarrowia lipolityca 5,0-8,0 25-35 °C
Geotrichum candidum 5,0-8,0 40-60 °C
Pseudomonas fragi 7,0-9,0 30-55 °C
Pseudomonas aeruginosa 7,0-9,5 50 °C
Pseudomonas fluorescens 7,0-9,0 30-50 °C

Fungal lipazlar

Fermentasyonda kullanilabilmeleri i¢in ekstraksiyon metodunda diisiik maliyetlerden
dolay1 teknolojide daha ¢ok fungal lipazlar tercih edilmektedir. Funguslardan en 6nemli

olanlar1 ise; Penicillium, Mucor, Rhizomucor, Humicola, Candida’dir.
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Bakteriyel lipazlar

Arthrobacte,  Geobacillus, = Chromobacterium, Achromobacter,  Burkholderia,

Pseudomonas ve Alcaligenes bakteriyel cinslerinden en 6nemlilerindendir [21].

2.9.3. Lipazlarin uygulama alanlari

Lipazlarin substrata olan seciciligi ile sterospesifiklik gibi 6zelliklerinin olmasindan
dolay1 elde edilen iirliniin kaliteli olmasi, ihtiyact olan aktivasyon enerjisinin diisiik
olmasi, 1s1 ve pH’1n diisiik oldugunda tepkime gergeklestigi igin ihtiyaci olan enerjinin
azalmasi, reaksiyon sonucu olusan iiriinlerin tepkime zamanindaki ortamin 1sisinin
diisiik olmasiyla birlikte olusabilcek zararlarin azalmasi vb. 6zelliklerinden dolay1
eczacilar, biyokimyacilar, organik kimyacilar, biyoteknologlar, mikrobiyologlar ve

biyofizikgiler tarafindan kullanilip tercih edilmektedir.

Ticari amacla saflastirilan enzimler, endiistriyel uygulamalar i¢in lipazlarla birlikte
kullanilmaktadir. Ticari amagla kullanilan enzimlerin %59 oraninda proteazlar, %28
oranda karbonhidratlar, %3 ise lipazlar ve son olarak %10°u da diger enzimler
tarafindan saglanmaktadir. 1960 yillarin bitimine dogru lipazlar tip alaninda sindirime
yardimci olarak kullanimi yapilirken teknolojinin giin gegtikce gelismesiyle kullanim
alanida geniglemeye baglamistir. Boylelikle mikrobiyel, hayvansal ve bitkisel olarak

eldesi saglanan lipazlar endiistriyel amagla da kullanima baglanmistir [30].

Giliniimiizde onemli bir hale gelen atik sularinin aritilmasina yonelik caligmalarda
lipazlar 6nemli kullanim alan1 olugturmaktadir. Atik sularinin aritimi sirasinda tortular
olusur ve tortular fabrikalar tarafindan biyogaza doniistiiriilmektedir. Bu doniisiimlerde
enzimden olusan karigimlar kullanilmaktadir. Bu karisgimin iginde lipaz enzimide yer
almaktadir. Kullanima uygun olan {riinlerin icinde bulunan polieter atiklari da
indirgenip laktonlarin ve esterifiye yapilmamis yag asitlerinin sentezi de lipazlarin
varligiyla kullanilan uygulamalardir. Bagka bir uygulama alani ise sogutma araglarinda
meydana gelen biyofilm tortularinin yok edilmesi, olusan atik yaglarin baska bir amag

icin degerlendirilmesi ve fabrikalarin olusturdugu atik gazlarin saf olarak elde edilmesi
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ve buna benzer birgok ornekte lipaz enziminin kullanildigi goriilmektedir. Lipazlara ait

uygulamalardaki en 6nemlileri Tablo 2.3.’de gosterilmektedir.

Tablo 2.3. Lipazlarin endiistriyel uygulamalari

Endiistri Gorevi Uriin ya da uygulama
Deterjan Yagin hidroliz olmast Yagin kumastan atmak
Kozmetik Sentez Nemlendirme yapanlar
Kagit Hidroliz Kaliteli kagit
Deri Hidroliz Deriden elde edilen iiriin
Transesterifikasyon Sindirim diizenleyicileri
Ilag )
Hidroliz Ozel olan lipitler
Transesterifikasyon Margarin, gliserol, kakao yag
Yag
Hidroliz Mono-diagil gliseroller
Icecek Aromanin gelismesi Icecekler
Ekmek Tadin gelismesi Raf omriiniin ¢ok olmasi
Temizlik Hidroliz Yagi uzak tutmak

Lipazlar biyodizel {iiretimi, kozmetik, organik madde sentezi, deterjan, tekstil,

biyosensor gibi endiistride genis kullanim alanina sahiptir [31].

2.9.3.1. Deterjan endiistrisinde lipazlar

Deterjanda var olan kimyasallarin en aza inmesi enzimlerin deterjan endiistrisinde
bulunmasiyla olmaktadir. Bu sekilde hem canlinin hem de dogal ¢evrenin zarari en aza
inmesi saglanmaktadir. Buna ek olarak calistifi sicaklik ayarinin diisiik olmasindan
dolay1 enerji tasarrufu da yapilmaktadir. Yag lekelerinin olusumunu saglayan
trigliseritteki gesitliligin fazla olmasiyla substratina karsi spesifik olmasi, 30 °C ile 60

°C araliginda sicakligin olmasi, pH’nin 10-11 oldugunda enzimin stabilliginin yine ayn
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kalmast gibi nedenlerden dolay1 deterjan endiistrisinde lipazlar basta gelmektedir.
Toplam olarak lipazin satisi deterjan enzimlerinde hemen hemen %32’sini
olusturmaktadir. 13 milyon ton iretilecek olan deterjanda her yil 1000 ton lipaz
kullanilmaktadir [32].

Lipaz enzimi giinliik hayatta bir¢cok yerde karsimiza ¢ikmaktadirlar. Evde ¢camasirlarin
temizlenmesinde kullanilan deterjanlarda ve bulasik deterjanlarinda bulunan
enzimlerdir. Deterjanda bulunan enzimler sayesinde lekeler basit bir forma doniisiip

lekelerin ¢ok kolay ¢ikmasini saglamaktadirlar [33].

1998 senesinde Pseudomonas alcaligenes M—1 ile iiretilen alkalen lipazi sayesinde yagh
olan lekelerin ¢ok iyi bir sekilde ¢iktigi belirtilmistir. Japonyada bulunan Miyoshi Yushi
fabrikasinda tiretilen Candida rugosa lipazi, sabun elde etmek i¢in kat1 ve sivi yaglardan

hidroliz yapilmaktadir [34].

Lipazlarin temizleyici olmasinin disinda kireglenmeyi oOnlemek amaciyla da
kullanilmaktadir. Kuru temizleme yapilan yagin bilesenlerinin ayrilip temizlenme
isleminin kolayligi, derinin yapildigi endiistrilerde temizleyici olarak kullanilmasi,
lenslerde meydana gelen tortular1 temizlemede, oluklarin yag parcaciklartyla tikanmasi
sonucu temizlemede, bosaltma amaciyla kullanilan borularda, lagim borularinda
bulunan atiklarin parcalanip temizlenmesinde ve hayvan giibreleri gibi bir¢ok

temizleme alaninda kullanilmaktadir [35].

2.9.3.2. Gida endiistrisinde lipazlar

Biyolojik olan malzemelerde besin iretim sanayisinde ve gidada lipazlar
kullanilmaktadir. Peynirin olgunlasip tatlandirilmasinda, meyvelerde, sebzelerde, siit
iriinlerinde, birada ve bunlara benzer bircok gidalarda lezzetin artmasinda
kullanilmaktadir. Ayrica balik ile et gibi {iriinlerde yagin uzaklastirilmasinda da gorev

almaktadir [36].
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Tereyagi, sivi-kat1 yag, sekerleme, hazir satilan gidalar, tahillar vb. gida maddelerine ek
olarak lipazlar katilmaktadir. Kahveye siit yerine katilan beyazlaticilara, hamurlara ve
corbalara lipaz ilavesiyle modifiye edilip krema seklinde eklenmektedir. Bunun yaninda

stitte bulunan yaglarmn hidrolizinde de gérev almaktadir [30].

Gidalarda olusan bazi mikroorganizmalar bozulmaya sebebiyet vermektedir. Bu
bozunmalara neden olan mikroorganizma ile gidada bulunan toksinler lipazlar
tarafindan tespit edilebilecegi bulunmustur. Gidalarin bozulup ¢iirlimesinde rol

oynayan psikotrof organizmalarda etkin oldugu yapilan ¢alismalarda belirtilmistir [37].

Lipitler farkli farkli 6zellikler gostermektelerdir. Bu farkli degisimlerde lipazlarin
gorevi, gliseritte bulunan yag asidi zincirlerinin bulundugu konumu baska yag
asitleriyle yer degistirerek ozelliklerinin degismesini saglarlar. Bu seklilde uygulanan
metotta hem daha ucuz hemde lipidin az olmasi sebebiyle daha kaliteli yag elde

edilmesi saglanmaktadir [38].

2.9.3.3. Kagit endiistrisinde lipazlar

Balmumu ya da katran gibi agac¢larda hidrofobik olan bilesenlerinin kagidin hamur ve
liretiminin yapilmasi sirasinda problemlere ve olusan kagidin kalitesiz sekilde olmasina
neden olmaktadir. Burada lipazlarin gorevi kagit hamurunda bulunan katranin ¢ikmasini
saglamaktir. Bu sekilde olumsuzluklar ortadan kaldirildigindan dolayr kagidin
tiretiminde yer almaktadir. Bu tiir sorunlar1 sonuca ulastirmak amaciyla trigliseritlerin
yaklagik %90 oraninda hidrolizini gergeklestiren Candida rugosa adli fungal lipazi
kullanilarak Japonya’da bulunan Nippon Kagit Endiistrisi yeni bir metod gelistirmistir.
Kagidin beyaz renkte olmasi fungal lipaz ile saglanmaktadir. Funguslar lipazlardan olan

Pseudomonas tiirleri kagit enstiitiistinde bulunan tiirlerdendir [39].

2.9.3.4. Tekstil endiistrisinde lipazlar

Tekstil endiistrisindeki enzimler i¢inden 6zellikle de lipaz enzimi ¢ok biiyiikk 6neme

sahiptir. Boyanin sebep oldugu yaglarin kumastan ayrilmasini saglayarak giizel bir
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sekilde boyanmasini gerceklestirirler. Kot ile pamuktan olusan bu iki tiir kumasin sekil
almasinda kullanilan preparatlarda da bu enzime rastlanmaktadir. Bunun yam sira
irtinlerin dayanikli olmasi, leke tutmamasi, yumusak olmasi ve esneklik kazanmasi gibi

amaglarla lipaz enzimi kullanilmaktadir [21].

2.9.3.5. Kozmetik ve parfiim endiistrisinde lipazlar

Kozmetik sanayisinin bir parcasi olan siirfaktanlarlarin {iretilmesinde lipaz enziminin
onemi biiyliktiir. Diagilgliserollerle monoagilgliserollerin, lipaz enzimiyle katalize olan

gliseroliin esterifikasyon tepkimeleriyle siirfaktanlar olugsmaktadir.

Bu endiistride transesterifikasyon yontemiyle parfiimde kokularin {iretilmesiyle birlikte
rasemik ara iriinlerinden hepsinin ayrigmasinda lipazlar kullanilmaktadir. Lipazlarin
tiretimi Pseudomonas cepacia ile saglanmis olup, sitroneloliin bromometoksilasyonuyla

olusan rasemik giildeki oksitlerin ayrismasi da lipazlar sayesinde olmaktadir [40].

Gargara i¢in kullanilan sivilar ile tragta kullanilan kremlerin i¢inde mentol
kullanilmaktadir. Bu mentollerin iiretimi esterifikasyon yontemiyle yapay sekilde
olusturulmaktadir. Dogal olarak mentoliin yeterli olmamasindan dolay1 bu sekilde yapay
olarak elde edilmektedir. Lipazlarin iretiminde Pseudomonas fluorescens ile
Pseudomonas cepacia katki saglamiglardir. Lipazlarin elde edilmesiyle birlikte mentol

esterleri tiretilmesinden patent alinmistir [41].

2.9.3.6. Biyodizel endiistrisi

Alternatif olarak enerji kaynagimiz biyodizel, hem yenilenebillir hem de pargalanabilir
bir yakittir. Piring kepegi, hurma yagi, soya fasulyesinden yag, pamuk yagi, hayvandan
elde edilen yag, atiklardaki sivi yaglar vb. birgok orneklerden biyodizel iiretimi
saglanmaktadir. Biyodizel iiretimi fosil yakitlarindan da eldesi miimkiindiir fakat bu ¢ok
zor ve pahalidir. Bundan dolayida bitkisel yaglar kullanilarak enzimatik

transesterifikasyon yontemiyle liretim saglanmaktadir.
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Biyokatalitik, kemokatalitik ve termokatalitik gibi yontemlerle de biyodizel iretimi
olmaktadir. Buradaki biyokatalitik yontemde biyodizel {iretimi igin biyokatalizorler

kullanilmaktadir. Biyokatalizor gorevi yapanlar ise lipazlardir [42].

Katalizorlerin pahali olmasi endiistride daha 6nemli bir sorun haline gelmistir. Bundan
dolay1r Rhizopus oryzae adli lipazlar biyokatalizor amaciyla kullanilarak maliyetlerin

diismesini saglamaktadirlar [43].

2.9.3.7. Organik madde sentezinde lipazlar

Organik seklinde gergeklesen maddelerin sentezinde artik lipazlarda kullanilmaktadir.
Hidrofilikle lipofilikden olusan yiizeylerde enzimler olup, tepkime karigiminda bulunan
organik coziiciileri etkisizlestirirler. Tepkime sirasinda bulunan suyun miktarina gore
tepkimenin yOniiniin nasil olmasi gerektigini lipazlar tarafindan belirlenir. Suyun
varliginda hidroliz reaksiyonu gerceklesirken suyun yoklugunda ya da az olmasinda

transesterifikasyon ile esterifikasyon reaksiyonu olugmaktadir [33].

2.9.3.8. Oleokimyasal endiistrisinde lipazlar

Hidroliz, gliseroliz ve son olarak alkoliz sirasindaki enerjiyi koruyup termal derecenin
minimum seviyesinde olmasini saglamak amaciyla oleokimyasal endiistrisinde lipazlar

yer almaktadir. Bundan dolay1 bu endiistride kullanim alan1 biiytiktiir.

Alkoliz, hidroliz ile gliseroliz reaksiyonlarini iginde barindiran bir¢ok reaksiyonlar,
substratlarin {istiinde siralanmis immobilize olan lipazlarin kullanilarak gerceklesmesini
saglamaktadir. Bu sekilde prosesin siirekli olarak islenmesi saglanir ve verim oldukca

yiiksektir [44].

2.9.3.9. Biyosensor olarak lipazlar

Biyosensorler biyokimyasal, biyolojik, kimyasal ve elektroniklerin birlesenlerinden

meydana gelmektedir. Enzimler proteinde, immobilizasyonda, antikorda, hiicreler veya
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sinyal tretilmesini saglayan biyosensorlerde bulunmaktadir. Biyoliiminesansli adli
bakteriyel bilesenler tip alaninda c¢aligilarak gelismesi saglanmistir. Klinik olarak
lipazlarin 6nemi lipitlerin belirlenmesini saglamaktadir. Gliseroliin sentezinde lipazlar
kullanilarak enzimatik reaksiyon ile ayrilan gliseroliin miktarinin ne kadar oldugu

hesaplanabilmektedir [45].

2.9.4. Lipaz enziminin saflastirilmasi

Enzimin katilmasiyla katalizlenen reaksiyonlarin veriminin yiiksek olmasiyla
saflastirma 6nemli hale gelmistir. Ug boyutlu olan yapisi ve genel aminoasit diziliminin
bulunmasinda saflastirma onemlidir. Saf olarak elde edilmis olan lipazin X 1s1miyla
yapilan caligsmalari ve yapisinin saptanmasiyla birlikte kinetik mekanizmanin nasil

oldugunun 6grenilmesi saglanmaktadir [46].

Saflig1 yiiksek olan enzim elde etmek ic¢in kromatografik yontemlerden bir tanesini
uygulamak yetersizdir. Jel filtrasyon (GFC), hidrofobik etilesim saglayan kromatografi
(HIC) ve iyon degisim kromatografisi (IEC) vb. yontemler lipazin saf olarak elde

edilmesinde kullanilan yaygin yontemlerdir [47].

Gelder ile Pauwels lipazin saf olarak elde edilmesinde salgi mekanizmalarindan
faydanilarak yeni bir yontemin gelismesini saglamiglardir. His-isaretli immobilize
olmus lifi kullanip saflagtirma islemi uygulanmistir. Pseudomonas cepacia sayesinde
alkalen lipazin saf olarak elde edilmesini saglarken Amberlit iyon degistirme reginesiyle
‘Genisletilmis Tabaka Absorpsiyonu’ (Expanded Bed Absorption, EBA)’yla saflagtirma
yapilmistir. Bu yeni teknik ile ham enzimin 6n saflagtirma yapilmadan direk EBA ile

saflastirilmasidir [48].
2.8.5. Lipaz kaynag olarak siipiirge tohumu
Anavatan1 Afrika olan (Broomcorn Seed) siiplirge tohumunun Sorghum vulgare

tirtinden olup kuru yem, silaj, siipiirge, duvar kaplama, sira ve benzeri bir¢ok alanda
kullanilmaktadir [49].
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Sorghumun uzun lifli, saglam ve esneyebilen bir yapisi olup siiplirgenin yapilmasinda
kullanilmaktadir (Sekil 2.10.). Orta Afrika Bolgesi asil yeri olmasina kars1 yetistirilmesi
Akdeniz iilkelerinde daha ¢ok yapilmaktadir. 1500’1 yillarin bitimine dogru bu siiplirge
darisindan olan uzun panikulali tiirleri Italya’da ilk kez siipiirge yapilmasinda

kullanilmaya baglanmistir [50].

Sekil 2.10. Siipiirge tohumu

Yurdumuzda ise siiplirge darisinin en ¢ok Trakya Bolgesi’nde yetismektedir. Sakarya
Bolgesi’nin Kaynarca ilgesinde de yetistiriciligi yapilmaktadir. Bu bolgelerde genis
tarlalara ekilmektedir. Son yillarda teknolojinin de gelismesine bagl olarak her yerde
elektrikli siiplirgenin yayginlasmasiyla ve naylon olan liflerden siipiirge yapilmasiyla
stiptirgecilikteki el sanatin korelmesiyle birlikte siipiirge ekiminin giin gectikge
azalmasina neden olmaktadir. Siiplirge daris1 artitk daha c¢ok ¢igek salkimi
panikulalariyla yetistirilmeye baglanmistir. Siiplirgede bulunan tanelerin hayvanlar
tarafindan beslenmesinde ve sap-yaprak kisimlarinin ise kagit iiretiminde kullanilmasi

saglanmaktadir [51].

Stipiirge iizerine yapilan arastirmada saplarindan elde edilen yemin degerinin az oldugu
fakat olgunlasan tanelerinden yapilan yemin ise yulafin degerine yakin oldugu
bulunmustur. ABD’nin Ilinois B6lgesi’nde siipiirge darisindan siit veren hayvanlar i¢in

silaj yapmak amaciyla tiretimi yapildig1 bilinmektedir [52].
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Yiiksek verim elde etmek ve ¢evre kosullarina uyum saglayabilmesi i¢in azota ihtiyag
duymaktadir. Azot igeren giibrenin kullanilmasiyla verimin 6nemli derecede arttig
arastirmacilar tarafindan tespit etmislerdir. Genel olarak diiz genis alanlarda yetistirilen
sorghum, erozyonun olabilecegi egimli alanlarda da yetistirilip hem erozyonun Oniine

gecilir hemde hayvanlar i¢in yem saglanmis olunur [53].



BOLUM 3. DENEYSEL KISIM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan kimyasal malzemeler

Gum arabik, metanol, sodyumdeoksikolat, asetik asit, NaH,PO,, 2H,0
(sodyumdihidrojenfosfat), aseton, NaHCOj; (sodyumhidrojenkarbonat), Na,HPO,
(sodyumhidrojenfosfat) , gliserol, amonyum siilfat, SDS (sodyumdodesilsiilfat), N,N-
metilenbisakrilamit, Tris (tris (hidroksimetil) aminometan), bromfenolblue, 2-
merkaptoetanol, N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin (TEMED), glisin, Coomassie
Brilliant Blue R250, Coomassie Brilliant Blue G250, Sephadex G-100, Marker, biitanol,
hekzan, NaOH, CuS04.5H,0, MgS0O,4.7H,0, FeSO,4.H,0, MnCl,.2H,0, BaCl,.2H,0
Sigma-Aldrich  Fluka ve Merck firmalarindan teminati saglanmistir. Calismalarda

kullanilan siipiirge tohumu ve zeytinyagi piyasadan saglanmistir.

3.1.2. Kullanilan alet ve cihazlar

Ogiitiicii: Ev tipi

Vortex: Heidolp ReaxTop

Su banyosu: DAIHAN WB-11

Sogutmali Santrifiij: Sigma K30

pH metre: SCHOTT Lab850

Isiticili manyetik karistirici: DAIHAN MSH-20A
Etiiv: BINDER

Buzdolabi: Ev tipi

Saf su cihazi: Merck Millipore

Elektroforez gii¢ kaynagi: HEALTEC Elite300
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Spektorofotometre: SHIMADZU UV1700 PharmaSpec
Elektroforez tanki: HEALTEC MiniGES Elite300
Analitik terazi: SHIMADZU ATX220

Mikropipetler: BIOHIT Proline

3.1.3. Kullanilan ¢o6zeltilerin hazirlanmasi

1. 0,1 M pH = 7,0 fosfat tamponun hazirlanmasi; 7,801 gram tartilan NaH,PO,4.2H,0
(sodyumdihidrojenfosfat) pH’1 1,0 M NaOH ile pH = 7,0 olarak ayarlandi. Son

olarak hacim saf su ile 350 mL’ye tamamlandi.

2. %10’luk gum arabic ¢Ozeltisinin hazirlanmasi; 18 g olarak tartilan gum arabic 180
mL saf su ile ¢oziildii. Coziilme islemi manyetik karistirict ile yapildi. Daha sonra

stiziilerek ¢6zelti berrak sekilde elde edildi.

3. %1,6’lik sodyumdeoksikolat hazirlanmasi; 0,8 g tartilan sodyumdeoksikolat 50 mL

saf su ile ¢oziilmesi saglandi.

4. Tris ¢ozeltisinin hazirlanmasi; 0,606 g Tris (hidroksimetil aminometan) tartilarak
pH = 7,0 olacak sekilde 1 M HCI ile pH ayarlamasi yapildi. Son olarak hacim 100

mL’ye saf su ile tamamlandi.

5. 0,05 M’lik NaH,PO,4 hazirlanmasi; 15,601 g tartilan NaH,PO, 1 M NaOH ile pH

7,0 olarak ayarlandi. Safile de hacim 200 mL’ye tamamlandi.

6. 1 M Tris-HCI'lik pH = 8,8 olan ¢6zeltinin hazirlanmasi; 12,114 g tartilarak 60
mL’ye yakin saf suda ¢oziilerek 1,0 M HCI ile pH = 8,8 olarak ayarlandi. Hacim
100 mL’ye tamamlanmasiyla 4 °C’ye kaldirilir.
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7. 1 M Tris-HCI’lik pH = 6,8 olan ¢ozeltinin hazirlanmasi; 12,114 g tartilarak 60
mL’ye yakin saf suda ¢oziilerek 1,0 M HCI ile pH = 6,8 olarak ayarlandi. Hacim
100 mL’ye tamamlanmasiyla 4 °C’ye kaldirilir.

8. %10 Amonyum persiiltafin hazirlanmasi; 0,1 g amonyum persiilfat tartilip 1 mL saf

suda coziilerek hazirlanmistir.

9. %10’luk SDS hazirlanmasi; 4 g SDS tartilarak 40 mL saf suda ¢oziinmesi saglandi.

10. Boyamada kullanilmak iizere ¢dzeltinin hazirlanmasi; %0,1’lik Coomassie Brilliant
Blue R250, %10’luk asetik asit ve %50’lik metanoliin birbirini i¢ine ilave edilerek

hazirlanmaktadir

11. Yikamada kullanilan ¢ozeltinin hazirlanmasi; %10°luk metanoliin i¢ine %7’lik

asetik asitin karistirilmasiyla olusmaktadir.

12. 0,01 N NaOH ¢ozeltisinin hazirlanmasi; 0,1 g NaOH tartilip balon jojeyle hacmi
250 mL oluncaya dek saf su eklendi.

3.2. Metotlar

3.2.1. Homojenatin hazirlanmasi

Materyal olarak siipiirge tohumu kullanilmistir. Yurdumuzda en ¢ok Trakya’da olup
bazi illerimizde de yetistiriciligi yapilmaktadir. Bu tez i¢in kullanilan siipiirge tohumu

Sakarya’nin Kaynarca ilgesinden saglanmistir.

Stipiirge tohumunun teminati saglanmistir. Uzun ve lifli saplar1 kesilerek tarlada
kuruyan siipiirge otlarinin u¢ kisimlarindaki tohumlar toplanir. Bir 6giitlicii yardimiyla
homojenize edilir. Siipiirge tohumunun sert olmasindan dolayr Ggiitiicii olarak ev
blendert ile toz haline gelmesi saglanmistir. Bu tohumlar kullanima hazir olup 4 °C’de

saklanir. Siiplirge tohumundaki proteinlerden yagsizlastirma islemi yapilarak ekstrasyon
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gerceklestirilir. Boylelikle siipiirge tohumundan ham ekstrat elde edilip daha sonraki

caligmalar i¢in saklanir.

3.2.2. Siipiirge tohumundaki proteinlerden yagsizlastirma yapilmasi ve ham

ekstraktin hazir olmasi

Ogiitiilen siipiirge tohumundaki proteinlerden yagm giderilme isleminin yapilmasina
yagsizlastirma denir. Yagsizlastirma islemi farkli ¢doziiclilerle yapilmaktadir. Bu
islemler ¢oziicii kullanilarak 4 °C’de uygulanmistir. Bu tezde yagsizlastirma islemi
aseton, hekzan, kloroform ile metanol karigimi (1-1), n-biitanol ve son olarak etilasetat
coziiclileri kullanilarak  gergeklestirilmistir.  Polariteleri farkli olan ¢dziciiler
kullanilarak yagdan enzimlere gelebilcek olasi zararlar olugsmadan uygun coziicliyle
ayrilmasi saglanmistir. Ogiitiilmiis olan siipiirge tohumlarindan 50 g alimp 180 mL
¢ozlicii kullanilarak 3 saat boyunca Soxhlet cihazinda ekstrakte edilmesi saglandi.
Soxhlet sonrasinda ise rotarotaevaporatdrde ¢Oziiciiniin uzaklastirilmasi saglandi. Bu
sekilde yagsizlagtirllmig siipiirge tohumlarin tartim1  yapilarak buzdolabinda

saklanmustir.

Stiplirge tohumundan ham ekstratin elde edilmesi i¢in yagi alinmis 20 g siipiirge
tohumuna 120 mL 0,06 M’lik sodyum fosfat tamponu pH = 7,0 (1.6, w/v) eklendi.
Manyetik karistiricida 1 saat +4 °C’de karistirma islemi yapildi. Sonrasinda ise agzi
kapali bir sekilde buzdolabinda bir gece birakildi. iki kat tiilbent ile homojenizat
stiziilerek 20000 rpm ve 0 °C’de 30 dakika boyunca santrifiij islemiyle birlikte siipiirge

tohumundan ham ekstrat elde edildi.

3.2.3. Lipaz aktivite tayini

Stiplirge tohumu kullanilarak elde edilen lipaz enziminin hidrolitik olarak aktivitesinin
yapilmasinda lipazin, hidroliz sonucuyla olusan yag asitlerinin 0,01 N NaOH ile titre
edilerek aktivitenin bulundugu yontem kullanilmistir. Bu yontem uygulanmadan 6nce

substrat emiilsiyonu ilk olarak hazirlandi.
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1. 30 mL %10’luk hazirlanan gum arabic (manyetik karistiricida g¢oziilerek siizme
islemi yapildi ve boylelikle ¢ozeltinin berrak olmasi saglandi).
2. 3,5mL yag

3. 2,5 gsafsuile hazirlanan buz pargasi

Yukarida bulunan bu ii¢ madde bir beherin i¢inde karisitirildi. Manyatik karistiricida
sicakligin degeri 30 °C’nin asagisinda olacak sekilde ayarlanip 10 dakika boyunca
¢oOzeltinin homojen olmasi saglandi. Su banyosu 37 °C olarak ayarlanarak homojen
¢Ozelti burada 0,1 N NaOH ile pH = 7 oluncaya dek titre edilip substrat emiilsiyonu elde

edildi. Daha sonra lipaz aktivitesinin tayini i¢in asagida bulunan basamaklar izlendi.

10 mL Substrat Emiilsiyonu

+

4 mL 5 mM Tris-HCI Tamponu

+

2 mL Sodyum Deoksikolat

l

37 °C olan su banyosunda pH = 7,7 oluncaya dek 0,01 N NaOH ile titrasyon yapild1.

l

Bu ¢ozeltiye 500 pL enzim ¢ozeltisi eklenir.

l

Enzimin eklenmesiyle birlikte ¢cozeltinin pH’inda gergeklesen diisme 0,01 N NaOH ile
yapilan titre sonrasinda pH yine eski haline (pH = 7,7) ayarlandi.

Titrasyonda NaOH’in ne kadar harcandigi kayit edildi.
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Titrasyon siiresince sicakligin 37 °C’de sabit kalmasina dikkat edildi. NaOH miktarinin
ne kadar harcandigi tespit edilerek asagida bulunan formiiller yardimiyla lipazin
hacimsel olarak aktivitesi ile hacimsel spesifik aktivitelerinin hesaplanmasi yapildi.

Hacimsel aktiviteye ait denklem asagidaki gibidir (Sekil 3.1.).

) o Harcanan NaOH miktari1/dk
Hacimsel Aktivite(HA) = —————— , = U/mL
Enzim ¢6zeltisinin hacmi (mL)

Sekil 3.1. Hacimsel aktivite denklemi

Spesifik Aktivite: Bir miligram enzim bulunduran proteinin, bir dakika boyunca
degisime ugrayan substratin mikromol cinsinden miktarinin tanimlanmasina denir (Sekil

3.2).

Hacimsel Aktivite(HA) 8]

Hacimsel ifik Aktivite(HA) = =
acimsel Spesifi tivite(HA) Enzim ¢6z. protein miktar1 * (mg/mL) mg(protein)

Sekil 3.2. Hacimsel spesifik aktivite denklemi

3.2.4. Bradford yontemi ile protein tayini

Coomassie Brillant Blue G-250’nin bulundugu ortamda fosforik asitin varligiyla
proteinlere baglanmas1 sonucu kompleks olusur. Bu kompleksin absorbansi1 595 nm’de
maksimumdur. Protein ile boyanin baglanma olay1 (2 dakika) hizli gelismektedir. 1-100

ng araliginda hassasiyet gostermektedir.

Stardart olan protein grafigi oncelikle ¢izilmistir. Bu grafigin ¢iziminde stok ¢ozelti
olarak 1 mg/mL BSA’dan (sigir serum albiimini) hazirlanmistir. Hazirlanan bu
¢ozeltiden farkli hacimlerde alinarak (20 pL, 40 uL, 60 uL, 80 uL ve 100 uL) Bradford
reaktifiyle son hacimleri 1 mL olacak sekilde tamamlanmasiyla standart protein
cozeltilerinin hazirlanmas: saglanmigtir. Absorbans 595 nm’ye ayarlanarak oOl¢iim
yapilmistir. Boylelikle alinan sonuglarla birlikte grafigin ¢izimi yapilmistir. Bu

grafikten yararlanilarak 6rneklerin protein miktarlarininda tayini saglanmistir.
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3.2.5. Uclii faz yontemi ile saflagtirma

Daha once siipiirge tohumundan hazirlanmis olan ham enzim ekstrat1 kullanilir. Bu
ekstrattan 2 mL alinarak amonyum siilfatin belli konsantrasyonlarda (%10, %20, %30,
%40, %50, %60, %70, %80 ve %90) eklenmesiyle birlikte amonyum siilfat
doygunluguna getirilmesi saglandi. Enzim ile /tert-butanolun katilma oranlari ise 1-1, 2-
1, 1-2 seklinde uygulanmistir. Bu islemlerden sonra karisim oda sicakliginda yaklagik 1
saat kadar bekletilmistir. Bekleme sonucunda 10 dakika siire boyunca ve 4000 rpm'de
santrifiij yapilarak fazlarin birbirinden ayrimi gergeklesmistir. Bu {i¢lii fazin organik faz
olarak adlandirilan {ist kism1 herhangi bir pipetle uzaklastirilmistir. Alt taraftaki sulu faz
pipetle alinmasiyla bu iki fazda birbirinden ayrilmistir. Geriye enzim igeren faz ise pH =
7 tamponu ile ¢ézlinmesi saglanmistir. Son olarak bu iki faz i¢in hem enzimin aktivitesi

hem de protein miktarinin bulunmasinda kullanilmistir.

3.2.6. SDS jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Proteinlerin bulundugu ortama elektriksel alan koyularak hareket etmeleri saglanir.
Hareket etmesi difiizyon sabitine, molekiiliin iizerinde bulunan net yiike, molekiiliin
bicimi ve son olarak agirligina bagli olarak saglanmaktadir. Poliakrilamid jele
molekiiller yerlestirilir. Buradaki jel sabit fazi gosterir. Elektrik akimi ise hareketli
fazdir. Elektroforez yonteminde pH’nin bazik oldugu aralikta calisilip molekiil
istiindeki yiik (-) olur ve boylelikle molekiillerin yonii (+) kutuba dogru olur. Bu
sekilde ilerlerken jelin yapisi gozenekli olmasindan dolayr ayrismayi saglamaktadir.
Molekiiller jelde ilerlerken jelin disina ¢ikmamasi igin molekiil agirligi kiigiik olan (-)
yiiklii bromfenol mavisi jelde 6nde giderek jelin bitimine geldiginde bu islem dudurulur
ve boylelikle molekiiller jelde kalmis olur. Sonraki agsama olarak proteinlerin boyanmast

islemi uygulanarak goriiniir olmalar1 saglanarak molekiil agirliklar tespit edilir.

Molekiil agrliginin bulunmasi esasina gore yapilacak olan elektroforezde cogunlukla
sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi kisaca SDS-PAGE tercih
edilmektedir.
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Yaptigimiz bu ¢alismada %5’lik bir yiikleme jeli ile %12’lik bir ayirma jeli kullanarak
SDS-PAGE gergeklestirmis olduk. SDS-PAGE bilesenlerine ait miktarlar Tablo
3.1’deki gibidir.

Tablo 3.1. SDS-PAGE igin bilesenlerle birlikte miktarlarinin gosterimi [63].

Bilesenler Ayirma jeli (%12) Yiikleme jeli (%5)

1,25 ml

Yiikleme jeli tamponu
1 M Tris-HCI pH = 6,8

2,5mL _
Ayirma jeli tamponu
(1.5 M Tris-HCI pH = 8,8)
%10 SDS 0,1 mL 0,1 mL
%30 4,0 mL 1,67 mL
Akrilamid/Bisakrilamid
Saf Su 3,3mL 6,87 mL
%10 APS 0,1 mL 0,1 mL
TEMED 0,004 mL 0,01 mL

Ayirma jeli gosterilen siraya gore beherde karistirilir. Temiz olan cam plaka araligina
mikropipet yardimiyla saf su dokiilerek bir sizint1 olup olmadig: test edilerek saf su adi
stizge¢ kagidi yardimiyla emilmesi saglanir. Daha sonra ayirma jeli buraya dokdiliir.
Jelin donmas1 gercgeklestikten sonra hazirlanan yiikleme jeli plakalar arasi bosluga
aktarilir ve taraklarin yerlestirilmesiyle birlikte donmak {izere beklenilir. Jelin donmasi
gerceklestikten sonra plaka elektroforez tankina koyularak yiiriitme tamponuyla tankin
dolmas1 saglanmistir. Standart proteinlerden 1 oraninda orneklerden ise 2 oraninda
alinip numune tamponuyla karigtirilarak 10 dakika boyunca 95 °C’de denatiire olmasi
saglanmistir. Jellerden taraklarin ¢ikarilmasiyla olusan kuyulara denatlirasyon sonrasi
elde edilen 6rnekler yiiklenmesiyle tank kapatilarak elektroforez baglatilmistir. Yiikleme
jelinin bitimine kadar 20 mA’de, ayirma jelinin bitimine kadar ise 25 mA’de
proteinlerin yiiriitiilme islemi gergeklesmistir. Bu islemden sonra elektrik akimi

durdurularak jelin ¢ikarilmasi saglanir. Yaklasik olarak 3,5 saate yakin boyama
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¢ozeltisinde calkalanmasi saglanir. Bu islemden sonra proteine ait bantlarin goriiniir
olmasi i¢in hazirlanan boya giderme ¢ozeltisinde bekletilir. Boyanin jelden ayrilmasi

gerceklesinceye kadar ¢ozelti siirekli degistirilerek bu islem uygulanir.

3.2.7. Lipaz enziminin hidrolitik karakterizasyonu

Stipiirge tohumundan  eldesi  saglanan lipaz enziminin hidrolitik  olarak

karakterizasyonunun belirlenmesi i¢in asagidaki ¢alismalar yapilmistir.

Substrat spesifikligi tayini
Optimum reaksiyon siiresi
Optimum sicakligin tayini
Optimum pH tayini

Depo kararliliginin tayin
Ca®* iyonun aktiviteye etkisi
Aktivitede metal iyon etkisi

Aktiviteye etki eden bazi deterjanlar

© 0o N o g bk~ w DD

Km ve Vmax degerlerinin bulunmasi
10. Aktivasyon enerjisinin tayin edilmesi

11. Inhibitoriin aktivite tizerindeki etkisi

3.2.7.1. Substrat spesifikligi tayini

Lipaz enziminin hangi substrata spesifik oldugunu belirleyebilmek i¢in bu tayin
yapilmustir. Substrat olarak aycicek yagi, kayis1 yagi, zeytinyagi, misir yagi, argan yagi,
findik yag1 ve tribiitirin kullanilmigtir. Substratlarin hepsi i¢in spesifik aktivite 6l¢timii
yapildi. Aktivitenin en yiiksek olmasini saglayan substrat diger basamaklarda

kullanilmak iizere belirlenmistir.
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3.2.7.2. Optimum reaksiyon siiresi tayini

Zamanin siiplirge tohumu lipazina etkisinin belirlenmesinde 1 ile 15 dakika boyunca
farkl1 siirelerde &lgiimler yapildi. Olgiimler belirlenen zaman araligindaki aktivitenin

maksimum oldugu deger bize reaksiyon siiresini gostermektedir.
3.2.7.3. Optimum sicakhgin tayini

Enzim aktivitesinin hangi sicaklikta maksimum oldugunu bulabilmek igin 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80 ve son olarak 90 °C olmak lizere toplamda 8 farkli sicaklik kullanilarak
deneme yapildi. Bu denemelerden yola ¢ikarap hidrolitik aktivitenin en yliksek oldugu
sicaklik tespit edildi.

3.2.7.4. Optimum pH tayini

Enzim aktivitesinin hangi pH’da maksimum oldugunu bulabilmek i¢in 4, 5, 6, 7 ve son
olarak 7,5 pH’larinda 0,1 M’lik fosfat tamponlar1 kullanildi. 8, 8,5, 9, 9,5 pH’larda ise 5
mM’lik Tris-HCI tamponlari hazirlanarak kullanildi. Tamponlarin kullanilmasi sonucu

yapilan dl¢timlerde birlikte aktivitenin en yiiksek oldugu pH bulunmustur.

3.2.7.5. Depo kararhiliginin tayini

Siiplirge tohumu ham ekstratinin -20 °C’lik derin dondurucu ile bir yil kadar
saklanmistir. Belirli zamanlarda (ayda bir) ve hep ayni hacimlerde alinarak standart
sartlardaki aktiviteler bulunmustur. Enzimin aktif kalma siiresi tespit edilmistir.

3.2.7.6. Ca**’nin aktiviteye etkisi

Ca?* iyonu lipaz enzimi i¢in aktivatdr gorevini iistlenmektedir. 0,25- 0,5-1-2-3-5-10 mM

olarak 7 derisimde Ca®* tyonunun kullanilmasi sonucu enzim aktiviteside meydana

gelen degisimler belirlenmistir.
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3.2.7.7. Aktivitede metal iyon etkisi

Stipiirge tohumuyla eldesi saglanan lipaz aktivitesinin metal iyonlarinin varhginda
etkisinin bilinmesi icin metal igeren cozeltiler hazirlandi. Bu ¢ozeltiler 10 mM 50
mL’lik seklinde CuSO4.5H,0, MgS0,4.7H,0, FeSO4.H,0, MnCl,.2H,0, BaCl,.2H,0,
CaCl;, NiCl,.6H,0, CoCl,6H,0 ve son olarak EDTA kullanildi. Bu ¢ozeltilerin
hazirlanmasiyla aktivite tayini yapimi sirasinda emiilsiyona belli miktar eklenerek 9

farkli metal iyonun aktivite iizerinde meydana gelen degisimi tespit edildi.

3.2.7.8. Aktiviteye etki eden baz1 deterjanlar

Deterjanlarin  ¢oziiniirliiglin  degismesine sebebiyet vermesinden Gtiirlii proteinin
saflastirilma tizerindeki etkisi biyiiktiir. Aktivite {izerinde deterjanlarin etkisini
bulabilmek i¢in %]1,6’lik birbirinden farkli deterjan ¢ozeltileri kullanima hazir hale
getirilerek aktivite tayini esnasinda bellir miktarlada bu ¢ozeltilerden ilave edildi.
Anyonik olarak; sodyumdeoksikolat, katyonik olarak; CTAB (setiltrimetil amonyum
bromiir), non-iyonik olarak; Triton X-100 ve Tween-80 kullanilmustir. Ozellikleri farkli

olan deterjanlarin aktivite lizerindeki etkisi incelendi.

3.2.7.9. Km ve Vmax degerlerinin bulunmasi

Enzim kataliziyle olusan reaksiyon hizinin, ulasabilce§i maksimum hizin yariya
geldiginde esit oldugu o andaki substratin konsantrasyonu Km olarak adlandirilir. Km
(Michaelis-Menten) sabit bir degeri ifade etmez. Substratin yapisina, pH’a ve sicakliga
bagli olarak degisim gozlemlenir. Degeri ise mol/litre olup enzim konsantrasyonuna

karsu ilgisi yoktur.

Km ve Vmax kinetik sabitlerini bulabilmek i¢in siiplirge tohumu hamekstrati kaynak
olarak kullanildi. Substrat olarak ise tribiitirinden farkli hacimler (50, 100, 150, 200,
250, 300, 350, 400 pL) alinarak aktivite tayinin yapilmasi saglandi. Siipiirge tohumu

lipazinin hangi substratin konsantrasyonunda en yiiksek aktivitede oldugu belirlendi.
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Verilerin elde edilmesiyle zamana kars1 substratin farkli konsantrasyonlartyla grafigin
cizimi yapilarak hiz degerleri elde edildi. Daha sonra elde edilen hiz degerlerine karsi
substratin farkli konsantrasyonuyla Michaelis-Menten grafiginin ¢izimi yapilarak Km

ile Vmax degerlerinin belirlenmesi saglandi.

3.2.7.10. Aktivasyon enerjisinin tayin edilmesi

Optimum sicakligin bulunmasi i¢in yapilan ¢alismalardan belirlenen aktivite degerleri
elde edilmisti. Bu degerlerin logaritmalarinin almmarak K ile gosterilen reaksiyon
sicakligiin tersi olan (1/T)’ye karsi grafigin ¢izimi yapildi. Grafiklerin egiminden
yararlanilarak (-Ea/R) Arrhenius denklemi sayesinde aktivasyon enerjisinin (kJ/mol)
olarak hesaplanmasi saglandi (Sekil 3.3.).

K= A.e-Ea/RT

Sekil 3.3. Arrhenius denklemi

k: Hiz sabiti

A: Arrhenius sabiti

Ea: Aktivasyon enerjisi

T: Mutlak sicaklik

R: 8,314 j/K mol

3.2.7.11. inhibitoriin aktivite iizerindeki etkisi

Siipiirge tohumundan saglanan lipaza nasil etki ettiklerini belirlemek i¢in {ire, sistein, 3-

metil-2-benzotiazolinon hidrazon hidrokloriirmonohidrat ve tiyoasetamid ile yapilan

deneyler sonucu aktivitede meydana gelen degisim gozlendi.



BOLUM 4. DENEYLER VE BULGULAR

4.1. Yagsizlastirma

Bu tezde yagsizlastirma islemi aseton, hekzan, kloroform ile metanol karigimi (1-1), n-
biitanol ve son olarak etilasetat ¢oziiciileri kullanilarak soxhlet ile gergeklestirilmistir.
Yapilan soxhlet sonucu siiplirge tohumundan yagin uzaklagmasini saglayan en iyi

¢oziicii metanol-kloroform tespit edilerek Tablo 4.1.’de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Siipiirge tohumundan yagsizlastirma ile elde edilen yag miktarlar

Aseton Hekzan Metanol- n-biitanol Etilasetat
Kloroform
Yag miktar1 1,196 1,035 2,666 1,494 1,504

@)

4.2. Enzimin Saflastirilmasinda Protein Tayini
4.2.1. Bradford yontemiyle toplam protein tayini
Bradford yontemine gore protein tayininde Olgiimler yapilarak ham ekstratin miktar

elde edildi. Ham ekstratin ve ftglii faz sisteminin 100 mikrolitresindeki protein

miktarlari tespit edilmistir. Bu protein miktarlar1 Tablo 4.2.’de verilmistir.
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Tablo 4.2. Siipiirge ekstrat1 ve Giglii faz sistemindeki protein icerigi

Saflagtirma Basamagi Protein Igerigi (mg/mL)
Ham Esktrat 1,242
Uclii Faz Sistemi 0,845

4.3. Lipazin Hidrolitik Aktivite Tayini

Stipiirge tohumu kullanilarak elde edilen lipaz enziminin hidrolitik olarak aktivitesinin
yapilmasinda lipazin, hidroliz sonucuyla olusan yag asitlerinin 0,01 N NaOH ile titre

edilerek aktivitenin bulundugu yontem kullanilmistir.

Ham ekstrat ve iiclii faz sistemiyle siipiirge tohumundan elde edilen lipazin aktiviteleri

titrimetrik yontem ile belirlenmistir.

Tablo 4.3.°’de goriildiigii gibi spesifik aktivite ti¢lii faz sisteminde en yiiksek degeri
gostermistir. Enzimin aktivitesi ham ekstrata gore liclii faz sisteminde yaklasik olarak 2

kat artmustir.

Tablo 4.3. Siipiirge tohumu lipazinin saflastirilmasiyla elde edilen aktiviteler

Saflastirma Basamag1 Hacimsel Aktivite Hidrolitik Spesifik Aktivite
(U/mL) (U/mg. enzim)

Ham Ekstrat 24 19,32

Uclii Faz Sistemi 30,45 36,03

4.4. Uclii Faz Saflastirma Yénteminin Sonuclari

Siipiirge tohumundan Uclii Faz Saflastirma (UFS) ile tek adimda saflastirma yapilmustir.
(1-0, 1-1 ve 2-1) oranlarinda enzim/ter-biitanol ile (%10, %20, %30, %40, %50, %60,
%70, %80 ve %90) farkli derisimlerde amonyum siilfat kullanilmistir. Yapilan



45

titrasyon sonuglarinda genel anlamda ara faz en yiiksek aktiviteyi vermistir. Amonyum
stilfatin derisimlerinde en yiiksek %50 ile ara faz (1-1) oraninda enzim/ter-biitanol
verirken en diisitk amonyum siilfatin derisimlerinden ise %40 ile alt faz (1-1) oraninda
enzim/ter-biitanol vermistir. Alt faz ile ara fazin hangi pH da optimum oldugu ise

asagida gosterilmektedir (Sekil 4.1.).

45 -
40 - .
35 -
30 -
25 - m Ara faz
20 - r Alt faz
15 -
10 -

% Bagil aktivite

pH

Sekil 4.1. Alt ve iist fazin optimum pH’s1

4.5. Siipiirge Tohumu Lipazimin (STL) Hidrolitik Karakterizasyonu

4.5.1. Substrat spesifikliginin belirlenmesi

Calismalarimizda substrat olarak aygicek yagi, misir yagi, zeytinyagi, findik yagi, argan
yagi, kayis1 yagi ve tribiitirin kullanilmigtir. Siiplirge tohumu bes farkli ¢oziiciiyle
soxhlet yapilarak yedi farkli substrat i¢in aktivite dl¢iimleri elde edildi. Bu ¢aligmalarin
bitiminde en yiiksek aktiviteyi saglayan karisim ile yagsizlastirilma yapilan zeytinyagi
stiplirge tohumu lipaz1 i¢in substrat olarak en uygun olan1 segilerek Tablo 4.4.’de farkli

substratlara ait aktivite degerleri gosterilmektedir.
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Tablo 4.4. Farkli substratlarla ve farkli ¢oziiciilerle elde edilen aktivite degerleri (U/dk.mg.e)

Aygicek  Misir Zeytin Findik  Argan Kayis1  Tribiitirin
yagi yagi yagi yagi yagi yagi
Aseton 12,90 11,16 19,52 10,18 5,06 5,40 4,29
Hekzan 10,02 10,30 17,50 10,60 6,45 12,50 13,90
Karisim 13,25 15,54 30,45 8,54 10,45 15,03 6,15
n- 18,60 3,27 24,00 6,49 17,80 15,7 8,00
biitanol
Etilasetat 17,16 22.40 16,6 14,40 11,25 9,00 10,16

4.5.2. Optimum reaksiyon siiresi

STL’nin 1 ile 15 dakika arasinda farkli stireler belirlenerek yapilan aktivite

Ol¢timlerindeki en yiiksek deger reaksiyon siiresini gostermektedir. Bu deger ise 6

dakika olarak bulunup Tabo 4.5.’de gosterilmektedir.

Tablo 4.5. Optimum reaksiyon siiresi ve sarfiyati

Sure 1 2

(dk)

6

Sarfiyat 09 12 15 16 18 2

(mL)

7 8 9 10 11 12

2 2 2 2 2 2

13 14 15

2 2 2

Hesaplamalar sonucu siipiirge tohumu lipazina reaksiyon siiresinin aktivite iizerindeki

etkisi grafik cizilerek gosterilmistir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Reaksiyon siiresinin aktivite {izerindeki etkisi

4.5.3. Optimum sicakhigin tayini

STL’nin aktivitesinin 20 ile 90 °C sicaklik araliklarinda aktivite 6l¢timii pH = 7,7’de

yapildi. Hidrolitik olarak en iyi aktivite 60 °C’de bulunup Tablo 4.6.’da gosterilmistir.

Tablo 4.6. Siipiirge tohumu lipazindan optimum sicakligin tayini

Sicaklik
Y®)
20
30
40
50
60
70
80
90

Hidrolitik spesifik aktivite
(U/dk.mg.enzim)
14,83
16,56
28,98
45,89
47,23
41,64
24,21
22,93
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Yapilan hesaplamalar sonucu siipiirge tohumu lipazina sicakligin etkisi belirlnestir.

Sicaklik-Spesifik aktivite degerleriyle grafik ¢izilmistir (Sekil 4.3.).

50 -
45
40
35 -
30 -
25 -
20 -
15 A
10 A

Spesifik aktivite (U/dk.mg.enzim)

O T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Sicaklik °C

Sekil 4.3. Sicakligin siipiirge tohumuna lipazina etkisi

4.5.4. Optimum pH tayini

Enzim aktivitesinin hangi pH’da maksimum oldugunu bulabilmek i¢in 4, 5, 6, 7 ve son
olarak 7,5 pH’larinda 0,1 M’lik fosfat tamponlar1 kullanildi. 8, 8,5, 9, 9,5 pH’larda ise
5 mM’lik Tris-HCI tamponlari hazirlanarak kullanildi. Yapilan Olgiimlerle birlikte
siipiirge tohumu lipazinin aktivitesinin en yiiksek oldugu pH 6 olarak bulunmustur.

Tablo 4.7.’de bu degerler gosterilmistir.
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Tablo 4.7. Siipiirge tohumu lipazinin optimum pH’nin tayini

pH Hidrolitik spesifik aktivite (U/dk.mg.enzim)
4 26

5 56,8

6 59,7

7 46,6

7,5 23,2

8 22,4

8,5 17,16

9 13,57

9,5 8,65

Siiplirge tohumu lipazinin pH ve spesifik aktivite degerleri kullanilarak grafik ¢izilmistir

(Sekil 4.4.).

70

E 60

S

s 50 A

S

= 40 -

2

P 30 -

=

kv 20 -

[3+1

—
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[72]

s

(n 0 T T T

3 5 7 9 11
pH

Sekil 4.4. pH nin siipiirge tohumu lipazina olan etkisi
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4.5.5. Depo kararhihigimin tayini

STL ham ekstrat1 bir yil icinde 4 °C derindonduruda saklanmasiyla ayda bir kere sabit
hacimde alinmasiyla 6l¢timler yapildi. Bu sonuglardan yola ¢ikarak STL’nin aktivisinde
kayb1 %25,6 olarak belirlenmistir. Siiplirge tohumu lipazinin zamana kars1 spesifik

aktivitesi hesaplanarak Tabo 4.8.’de gosterilmistir.

Tablo 4.8. STL nin depo kararliligi

Zaman Ham ekstrat spesifik aktivite
(Ay) (U/dk.mg.enzim)
1 19,32
2 18,65
3 18,02
4 17,63
5 16,54
6 16,23
7 16,17
8 15,50
9 15,29
10 14,86
11 14,65
12 14,37

Siipiirge tohumu lipazinin bir y1l boyunca aktivitesinde meydana gelen degisim

hesaplanmasiyla spesifik aktivite-zaman grafigi elde edilmistir (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. STL’nin depo kararliligt

4.5.5. Ca*" iyonunun aktiviteye etkisi

Titrasyon sirasinda substrat emiilsiyonuna 0,25-0,5-1-2-3-5 mM olarak 6 derisimde
Ca?* iyonunun eklenmesiyle enzim aktivitesinde meydana gelen degisimler dl¢iilmiistiir.
Olgiimler sonucu aktivite degerleri % aktivite olarak hesaplanarak Tablo 4.9.’da

gosterilmistir.

Tablo 4.9. Ca" iyonuun STL aktivite degerleri

ca™” Bagil aktivite
(mM) (%)
Kontrol 100
0,25 70
0,50 84
1 97

2 121
3 57
5 49
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Yapilan hesaplamalar sonucu Ca®* iyonunun bagil aktivite iizerindeki etkisi grafik

tizerinde gosterilmistir (Sekil 4.6.).

140 -
120 -
100 -
X
2 80 -
2
< 60
g 40 -
20 -
O T T T T T
0,25 0,5 1 2 3 5
CaCl, mM

Sekil 4.6. Ca?" iyonuun STL aktivitesine etkisi

4.5.6. Aktivitede metal iyon etkisi

Lipaz aktivitesinin metal iyonlarinin varliginda etkisinin bilinmesi i¢in metal igeren
cozeltiler 10 mM 50 mL’lik seklinde CuS0O..5H,0, MgSO,4.7H,0, FeS04.H,0,
MnCl,.2H,0, BaCl,.2H,0, CaCl,, NiCl,.6H,0, CoCl,6H,0 ve son olarak EDTA
cozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin hazirlanmasiyla aktivite tayini yapimi sirasinda
emiilsiyona belli miktar eklenerek 9 farkli metal iyonun STL aktivitesi {izerinde
meydana gelen degisimi tespit edildi. Metal iyonlar1 eklemeden 6l¢iilen enzim aktivitesi
ise % aktivite olarak kabul edilip bagil aktivite hesaplamasi yapildi. Bu hesaplamalar

Tablo 4.10.’da gosterilmistir.
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Tablo 4.10. STL aktivitesine metal iyonlarinin bagil aktivite degerleri

Metal iyonu Bagil aktivite (%)
Kontrol 100
EDTA 400
cu® 414
Mg** 104
Fe?* 210
Mn?* 60
Ba% 72
ca* 90
Ni* 81
Co?* 110

Stipiirge tohumu lipaazinin aktivitesine metal iyonlarinin etkisi grafikte gosterilmistir

(Sekil 4.7.).

450 -
400 -
350 -
X 300 -
Q
:E 250 -
3 200 -
B 150 -
m
100 -
’, j | l | I O
O i T T T T T T T T T
Kontrol Ba Cu Co Ca Ni Fe Mg Mn  EDTA
Metal iyonlari

Sekil 4.7. STL aktivitesine metal iyonlarinin etkisi
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4.5.8. Aktiviteye etki eden baz1 deterjanlar

Aktivite lizerinde deterjanlarin etkisini bulabilmek icin %1,6’lik birbirinden farkh
deterjan ¢oOzeltileri kullanima hazir hale getirilerek aktivite tayini esnasinda belli
miktarlada bu ¢ozeltilerden ilave edildi. Anyonik olarak; sodyumdeoksikolat, katyonik
olarak; CTAB (setiltrimetil amonyum bromiir), non-iyonik olarak; Triton X-100 ve
Tween-80 kullanilmistir. Ozellikleri farkli olan deterjanlarin aktivite iizerindeki etkisi
Tablo 4.11.°deki gibidir. Deterjan eklenmeden Olgiilen aktivite degeri ise 100 olarak

alindi.

Tablo 4.11. STL deterjan degerleri

Deterjan Bagil aktivite (%)
Kontrol 100
Sodyumdeoksikolat 100
CTAB 160
Triton X-100 212
Tween-80 150

Stipiirge tohumu lipaz1 iizerinde deterjanlarin bagil aktiviteyi nasil degistirdigi

belirlenmistir (Sekil 4.8.).



55

250 -
200 -
=
£ 150
2
=
= 100 -
»Bh)
<
) N I l
O T T T T
660\ é??’ ;\,QQ & &
o ¥ & RNy
+© Q & \©
.x0 A L
& Q>
&
Ob\\
Deterjanlar K

Sekil 4.8. STL’na deterjan etkisi

4.5.9. Km ve Vmax degerlerinin bulunmasi

Km ve Vmax kinetik sabitlerini bulabilmek igin substrat olarak kullanilan tribiitirin 8-62
mM konsantrasyonlarinda hazirlanarak aktivite tayinin yapilmasi saglandi. STL’nin
aktivitesi 56 mM konsantrasyonunda en ¢ok artig1 olup sonraki konsantrasyonlarda sabit

sekilde devam etmistir. Hesaplamalar Tablo 4.12.’da gosterilmistir.

Tablo 4.12. Farkli substrat konsantrasyonlarinda STL enzimi aktiviteleri

[S] Vv 1/[S] (x 10°%) 1/V (x 107)
(mM) (U/dk.mg.enzim) 1/(U/dk.mg.enzim) 1/(U/dk.mg.enzim)
8 13 0,125 0,072
16 19 0,0625 0,0526
24 24,2 0,0416 0,0413
32 27,7 0,03125 0,0361
40 32,6 0,025 0,0306
48 34 0,0208 0,0294
56 36 0,0179 0,0277

62 36 0,0161 0,0277




56

Degisen substrat konsantrasyonlarinla ile birlikte reaksiyon hizlar arasinda elde edilen

grafik Michaelis-Menten grafigidir (Sekil 4.9.).

40
35 P
)

25 o
20 P

15

10

V(U/dk.mg.enzim)

0 10 20 30 40 50 60 70
[S] (mM)

Sekil 4.9. Michaelis-Menten grafigi

Km ve Vmax degerlerini bulabilmek igin ise 1/[S] ve 1/[V] degerlerinin

hesaplanmasiyla Lineweaver-Burk grafiginin ¢izimi yapildi (Sekil 4.10.).

0,08

v

0,01

0
-0,06 -0,04 -0,02 0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14

1/[8]

Sekil 4.10. Lineweaver-Burk grafigi
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Lineweaver-Burk grafiginin ¢izimi saglanarak Km degeri 19,28 mM ve Vmax degeri
ise 45,87 U/dk.mg.enzim seklinde bulundu.

4.5.10. Aktivasyon enerjisinin tayin edilmesi

Optimum sicakligin  bulunmasi i¢in yapilan c¢alismalardan belirlenen aktivite
degerlerinin logaritmalarinin alinarak K ile gosterilen reaksiyon sicakliginin tersi olan
(1/T)’ ye karst grafigin ¢izimi yapildi. Grafige ait hesaplamalar Tablo 4.13.’da

gosterilmistir.

Tablo 4.13. STL nin aktivasyon enerjisi degerleri

Sicaklik (°C)  Spesifik aktivite  Log spesifik Sicaklik (K) 1T (KH
(U/dk.mg.enzim) aktivite

20 14,83 1,1711 293 0,0034

30 16,56 1,2190 303 0,0033

40 28,98 1,4620 313 0,00319
50 45,89 1,6617 323 0,00309
60 47,23 1,6742 333 0,00300
70 41,64 1,6195 343 0,00291
80 24,21 1,3840 353 0,00283
90 22,93 1,3604 363 0,00275

Grafiklerin egiminden yararlanilarak (-Ea/R) Arrhenius denklemi sayesinde aktivasyon

enerjisinin 11,34 kJ/mol olarak hesaplanmasi saglandi (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. STL’nin aktivasyon enerjisi

4.5.11. inhibitoriin aktivite iizerindeki etkisi

Siiplirge tohumundan saglanan lipaza nasil etki ettiklerini belirlemek igin iire, sistein, 3-
metil-2-benzotiazolinon hidrazon hidrokloriirmonohidrat ve tiyoasetamid ile yapilan

deneyler sonucu aktivitede meydana gelen degisimler Tablo 4.14.’de ki gibidir.

Tablo 4.14. STL’na inhibitoriin etkisinin degerleri

Inhibitér madde Bagil aktivite (%)
Kontrol 100
Tiyoiire 44
Sistein 72
3-metil-2-benzotiazolinon hidrazon hidrokloriirmonohidrat 280
Tiyoasetamid 22

STL’ye inhibitorlerin etkisinin hesaplanamasiyla MBHHM aktiviteyi yiikselttigi
goriilmiustiir (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.12. STL’ye Inhibitoriin etkisi

4.6. SDS-PAGE ile STL Enziminin Karakterizasyonu

Yaptigimiz bu ¢alismada %5’lik bir yiikleme jeli ile %12’lik bir ayirma jeli kullanarak
SDS-PAGE gergeklestirmis olduk. Yiikleme jelinin bitimine kadar 20 mA’de, ayirma
jelinin bitimine kadar ise 25 mA’de proteinlerin yiiriitiilme islemi ger¢eklesmistir. %0,1
Coomassie Brilliant Blue R250 ile boyama islemi yapilmistir. Daha sonra ise %10
metanol ile %7°1lik asetik asitten olusan yikama ¢ozeltisi ile yikanarak bantlarin

goriinmesi saglandi.

Siiplirge tohumu lipaz enzimi proteini tek bir band halinde jelde goriintiilenmistir.
Marker ile kiyaslandiginda ise enzimin molekiil agirliginin 15-20 kDa araliginda oldugu
bulunmustur (Sekil 4.13.).
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Sekil 4.13. SDS-PAGE ile elde edilen STL’nin karakterizasyonu

Burada a, b, ¢, d, e, f, g ve h harfleri sirasiyla su ekstratlara karsilik gelmektedir: Marker
proteinleri, ham ekstrat, TPP 2 ham/1 ter-biitanol, TPP 2 ham/2 ter-biitanol, TPP 2
ham/3 ter-biitanol, TPP 2 ham/4 ter-biitanol, ham ekstrat. Siipiirge tohumundan elde
edilen ekstratlarla yapilan SDS-PAGE ¢alismalarinda tek bant d harfi ile gosterilen TPP
2 ham/1 ter-biitanol’de elde edildi.



BOLUM 5. SONUCLAR VE TARTISMA

Yapilan bu ¢alisma ile siiplirge (Sorghum vulgare) tohumundan lipaz enziminin
saflagtirilarak  biyokimyasal o6zelliklerinin bulunmasi amaciyla yapilmistir. Bu

arastirmalarin hepsi ii¢ asamada ger¢eklesmistir.

Birinci agama: Ham ekstratin siipiirge tohumundan yapilmasi asamasidir. Kuru olan
stiplirge tohumlarinin ogiitiilerek proteinlerin yaglarindan arinmasi iglemi i¢in uygun
hale getirilir. Bu yaglarindan arinma islemi soxhlet cihaziyla olup ¢oziicli olarak ise
aseton, hekzan, metanol-kloroform, n-biitanol ve etilasetat kullanilmistir. Bu sekilde

stiptirge tohumu proteinlerinden yaglar arindirilmigtir.

Ikinci asama: Bu kistmda lipazin siipiirge tohumundan saflastirilmasmi igerir.
Saflastirma islemi ise Uglii Faz Sistemi (TPP) ile yapilmustir. Safligi kontrol edilen
enzimin SDS-PAGE ile STL’nin molekiil agirlig1 tayin edilmistir.

Uciincii asama: Saf bir sekilde elde edilen STL’nin maksimum Katalitik olarak
performansinin bulunabilmesi igin optimum reaksiyonun belirlenmesiyle kinetik sabitler
elde edilmistir. Cesitli metaller, deterjanlar ve inhibitorler ile aktivideki degisim
bulunmustur. Lipaz endiistride 6nemli olup kullanim alani ¢ok genistir. Bunun
neticesinde substrat spesifitesi, optimum pH ve sicakligi, reaksiyonun siiresi vb.

Ozelliklerinin bilinmesi kullanim agisindan endiistiride 6nemlidir.

STL’nin substratina olan ilgisinin belirlenmesi i¢in hem Michaelis-Menten hemde
Lineweaver-Burk grafiklerinin ¢izilmesiyle Km ve Vmax degerlerinin hesaplanmasi

saglanmistir. Bunlara ek olarak aktivasyon enerjiside hesaplanmaigtir.



62

1. Asama

Stipiirge tohumununda bulunan proteinlerden yagin arindirilmasin1 saglayan en iyi
¢oziicii olarak metanol-kloroform karisimi kullanilmistir. Yapilan bu ¢alisma Hird ve
grubunun yer fistigr ile findikta uyguladiklari metot ile Park ve grubunun proteazlarin
aycicekten uzaklagmasini saglayan yagsizlastirma metotlarinin 6rnek alinmasiyla

birlikte bu yontemler siipiirge tohumuna uygulanmistir [54].

2. Asama

Siipiirge tohumu lipazinda en yiiksek aktivite Uglii Faz Sistemi uygulanmasiyla elde
edilmistir. Bu yontemle birlikte aktivite 2 kat artmustir. Lipazin saflastirilmasinda Uglii

Faz Sistemiyle saflastirilma ilk kez denenmistir.

3. Asama

Substrat spesifikliginin belirlenmesinde zeytinyagi, argan yagi, findik yagi, misir yagi,
aycicek yagi, kayist yagi ve tribiitirin kullanilmistir. En yiliksek aktivite metanol-
kloroform karigimiyla zeytinyaginda, en diisiik ise n-biitanol ¢6ziiclisiiyle misir yaginda

belirlenmesiyle birlikte zeytinyag: siipiirge tohumu lipaznin substrati olarak belirlendi.

Onceki yapilan ¢alismalarda ise Prabhu ve grubunun piring kepegi kullanarak lipazin
eldesinde substrat olarak tribiitirinin [55] bulurken, vyine piring kepeginin
kullanilmasiyla yapilan baska bir ¢aligmadaki en uygun substrat ise triolein olarak
bulunmustur [56]. Palocci ile grubu; E.Characias adli bitkinin substrat spesifitesinde
keten tohumu, tribiitirin, aygicek yagi, triasetin ve trikaprilin kullanilmasi sonucu elde
edilen verilerle trikaprilin en uygun substrat secilmistir [57]. Jinwal ile grubu, PK-12CS
icin substrat olarak soya yagi, kokonat yagi, zeytinyagi, triolein, tribiitirin, trioalmitin,
badem yag1, hardal yag: ve trilinolein kullanilmasiyla en yiiksek olarak ativiteyi badem

yagindan tayin etmislerdir [58].

Siipilirge tohumu lipazinin optimum reaskiyonunn siiresi olarak 6 dakika belirlenmistir.
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Literatiirde ise farkli kaynaklar kullanilarak yapilan optimum reaksiyonlarin siireleri 10-

30 dakika aralig1 seklinde belirlenmistir.

Stipiirge tohumu eldesiyle lipazin optimum pH degeri 6 olarak bulunmustur. pH
tizerine yapilan ¢aligmalar; kolza tohumu kullanilarak elde edilen lipazin optimum pH =
9 [59], bugday tohumundan optmimum pH = 8,0 [60], pamuk tohumundan pH = 10,8
[5], ceviz tohumundan optimum pH = 9,0 [2], Bhardwaj ile grubunun piring
kepeginden optimum pH = 11,0 olarak belirtilmistir [56]. Mikrobiyal kaynaklarda ise;
Bacillus Stearothermophilus MC 7 ile optimum pH = 7,5-9 araliginda [61], Penicillium
Aurantiogriseum ile de optimum pH= 8 olarak bulunmustur [48].

Yapilan c¢aligmalarla karsilastirildiginda siiplirge tohumundan elde edilen lipaz

enziminin optmimum pH’nin diger kaynaklara gore daha asidik olarak bulunmustur.

Stiplirge tohumu ile elde edilen lipazin optimum sicaklik degeri ise 60 °C olarak
bulundu. 60 °C’ye kadar hidrolitik aktivite artis gosterirken bu sicaklik degerinden

sonra diisiis gostermistir.

Yapilan ¢alismalar sonucu lipazin bitkiden elde edilmesindeki optimum sicaklik 30-80
°C arasindadir. Pamuk tohumunun belirtilenn optimum sicaklik degeri 50 °C [5], ceviz
tohumunun Dbelirtilen optimum sicaklik degeri ise 70 °C’dir [2]. Mikrobiyal
kaynaklarinda ise; Bacillus Stearothermophilus MC 7’nin belirtilen optimum sicaklig1
75-80 °C, Penicillium Aurantiogriseum da belirtilen optimum sicaklik ise 70 °C’dir

[61].

Stiplirge tohumunun aktivitesinin zamana bagli olarak degisimi 6l¢iildii. Her ay yapilan
bu 6l¢limlerden yola ¢ikarak siipiirge tohumu aktivitesinde meydana gelen kayip %25,6
olarak bulunmustur. Bir yil gibi uzun bir siirede ekstra bir koruyucu igermeden
saklanabilmektedir. Bu 6zelligide zaman ile maliyet agisindan 6nemlidir. Aspergillus
terreus lipazi ile yapilan calismada derindondurucuda genel olarak aktivitesini
korudugu, oda kosullarinda ise 6 ay saklanabilcegi yapilan ¢alismalar sonucu
belirtilmistir [47].
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Ca®* iyonun siipiirge tohumundaki lipaza etkisinin incelenmesinde yapilan tiim
konsantrasyonlarda aktivitede artig goriildi. En yiliksek ise 2 mM’da %121 olarak elde

edilmistir.

Yapilan ¢alismalarda badem tohumundaki lipazina Ca®* iyonun etkisinin 1 mM’da %37
[1], ceviz tohumundaki lipazma Ca®* iyonun etkisinin ise 0,5 mM’da %287 [2]
Aspergillus terreus lipazina Ca?* iyonun etkisinin 20 mM’da %50 [62], Bacillus
Stearothermophilus MC 7’nin lipazina Ca®* iyonun etkisinin ise de 5 mM’da olup
%10’dur [61].

Saflagtirilan siiplirge tohumu lipazinin elde edilmesiyle kinetik 6zellikleri belirlendi.
Cizilen Michaelis-Menten ile Lineweaver-Burk grafikleriyle tribiitirin i¢in Km degeri

19,28 MM ve Vmax ise 45,87 U/dk.mg.enzim olarak bulunmustur.

Yapilan diger ¢alismalarda ise; cevizden triolein kullanilarak elde edilen Km: 48 mM
Vmax: 23,06 (x10%) U/dk.mg.enzim [2], bademde ise tribiitirin kullamimasiyla Km: 25
mM Vmax: 113,63 U/dk.mg.enzim [1], P. Cepacia’dan p-nitrofenil palmitat kullanilarak
Km: 12 mM ve Vmax: 188 umol/dk [63] olarak bulunmustur.

Sonuglar goz Oniline alindiginda farkli kaynaklar kullanilarak lipaz enziminin elde
edilmesinde substrat 6nemli rol oynamaktadir. Genel olarak 10" — 107 araliginda Km
degerleri bulunmaktadir. Siipiirge tohumu lipazinin ise Km: 19,28 mM olup bu deger

araligindadir.

Stipiirge tohumu lipazinda yapilan c¢aligma sonucunda grafiklerin egiminden
yararlanilarak Arrhenius denklemi sayesinde aktivasyon enerjisinin 11,34 kJ/mol olarak
hesaplanmas1 saglandi. Aktivasyon enerjisi degerinin ylikseklerde olmasi hiz sabitinin
sicaklik tlizerindeki baghiligin1 gdstermektedir. Yapilan caligmalarda ceviz ve badem
tohumundan elde edilen lipazin aktivasyon enerjileri sirasiyula 3,26 kj/mol [2] ve -

5473,6 cal/mol [1] olarak hesaplanmuistir.
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Stipiirge tohumundan lipaz aktivitesinin metal iyonlarinin varliginda etkisinin bilinmesi
icin metal igeren ¢ozeltiler 10 mM 50 mL’lik seklinde CuSO,4.5H,0, MgS0,4.7H,0,
FeSO4.H,O0, MnCl,.2H,0, BaCl,.2H,0, CaCl,, NiCl,.6H,0, CoCl,6H,0 ve son
olarak EDTA c¢ozeltileri hazirlandi. Yapilan calismalar necitesinde EDTA ve Cu®
aktiviteyi yaklasik 4 kat ve Fe?* ise yaklastk 2 kat arttirmustir. Mg®" ve Co? ise
aktiviteyli %6-10 araliginda artisin1 saglamistir. Diger metaller ise %10 ile %40

araliginda inhibe etmistir.

Metal iyonlarinin lipaz enzimi iizerindeki etkileriyle yapilan ¢aligmalar: Cephaloleia
presignis lipaz1 aktivitesindeki degisimler Ag’, Fe?*, Fe**, zn* ve Cu* iyonlart
tarafindan inhibe edildigi, Ca2+, Mg2+, K", Mn2+, C02+, Na® ve EDTA’nm ise
etkilemedigi tespit edilmistir [64]. Badem tohumuna metal iyonlarinin aktivite de etkisi
ise; Mg?" iyonu %30 azaltirken Cu?* ile Ni** inhibe etmistir. Fe’*, Co** ve Mn®*

aktiviyeyi yaklasik olarak 3 kat artirirken Ba?* ve Ca®* 2 kat artmasini saglamustir [1].

Aktivite lizerinde deterjanlarin  etkisini  bulabilmek i¢in anyonik  olarak
sodyumdeoksikolat, katyonik olarak CTAB (setiltrimetil amonyum bromiir), non-
iyonik olarak Triton X-100 ve Tween-80 kullanilmistir. Anyonik deterjan olarak
kullanilan sodyumdeoksikolat aktivitede degisim saglamamistir. Katyonik deferjan olan
CTAB ise %60 aktivitenin atmasini saglamistir. Non-iyonik olarak kullanilan Triton X-
100 2 kat1 artirirken Tween-80 ise %50 arttirmaktadir. Kullanilan deterjan 6rneklerinin

higbirinde aktivite inhibe edilmemistir.

Yapilan ¢aligsmalardaki deterjanin enzim iizerindeki etkileri ise: Aspergillus terreus
kullanilan iyonik deterjanlardan (sodyum tauroklat, saponin, sodyumdeoksikolat ve
SDS) hepsinde inhibisyona ugrarken non-iyonik olan deterjanlarda (Tween-40, Triton
X-100, Tween 20 ve son olarak Tween-80) ise aktivitenin arttigi belirlenmistir [47].
Badem tohumunda ise; anyonik deterjan olan SDS’nin inhibe ederken anyonik olan
sodyumdeoksikolat ise %36 aktivitede artis gostermektedir. Katyonik deterjanlarda ise
CTAB inhibe edip diger bir katyonik deterjan olan DTAB ise aktivitede degisim
gostermemistir. Non-iyoniklerde ise Triton X-100 %9 oranin artis olup Triton X-405 de

degisim gozlenmemistir [1].
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Siiplirge tohumundan saglanan lipaza inhibitorlerin nasil etki ettiklerini belirlemek icin
iire, sistein, 3-metil-2-benzotiazolinon hidrazon hidrokloriirmonohidrat ve tiyoasetamid
kullanilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda iire, sistein ve tiyoasetamid enzimi
inhibe ederken 3-metil-2-benzotiazolinon hidrazon hidrokloriirmonohidratin ise 3 kata

yakin arttiridigi bulunmustur.

Yapilan c¢alismalarda inhibitorlerin etkileri ise; badem tohumu lipazlarin sistein,
tiyoasetamid, iire, potasyum ferrisiyaniir enzimin inhibe olmasma neden olurken 3-
metil-2-benzotiazolinon hidrazon hidrokloriirmonohidrat, N-bromsiiksinimid ve
ditiyoeritrol enzim aktivitesini degistirmedigi bulunmustur [1]. Ceviz tohumunda ise
potasyum ferrisiyaniir, N-bromsiiksinimid, iire ve potasyumsiyaniir inhibitorleri
tarafindan inhibe edilirken tiyoasetamidin degistirmedigi ve son olarak sistein ise
aktiviteyi arttirdigr belirtilmistir [2]. Mikrobiyal lipazlarin inhibitorlerle olan etkisi ise;
Bacillus stearothermophilus MC 7 ile lipaz aktivitesi PSMF inhibitoriiyle tamamen
inhibe olup ditiyoeritrol, N-bromsiiksinimid ve PCMB ile de kismen inhibe edilmistir.

Iyodoasetamid ise aktiviteyi degistirmemistir [61].

Stipiirge tohumu lipazinin SDS-PAGE ile saflastirilmasinda tek ¢izgi bir bant elde
edilmistir. Marker ile karsilastirma yaptigimizda bu degerin 15-20 kDa arasinda oldugu
tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalarda ise pamuk tohumu enziminin molekiil agrlig: ise

21 kDa olarak bulunmustur [5].

Tez ¢alismasinda kullanim alan1 oldukga genis olan lipaz enziminin siiplirge tohumu ile
ilk kez saflastirilmas1 yapilmustir. izolasyonu saglandiktan sonra siipiirge tohumuna ait
biyokimyasal &zellikleri bulunmustur. Onceki calismalarin incelenmesiyle siipiirge
tohumun kaynak olarak kullanilmasi elde edilen veriler sonucunda dogrulanmaktadir.
Yapilan calismayla birlikte siipiirge tohumu lipazina ait hem saflastirma hemde
karakterizasyon prosediiriin olugmasi saglanmistir. Siipiirge tohumunun biyokimyasal

olarak o6zelliklerine bakildiginda endiistriyel uygulamalarda kullanilabirligi uygundur.
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